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Einleitung   1
1 Einleitung 
1.1 Das humane Immunsystem 
Das humane Immunsystem ist ein komplexes System aus spezialisierten Zellen und 
Botenstoffen, die der Abwehr und somit dem Schutz des Körpers vor Krankheiten 
dienen. Da mögliche Angriffe sowohl von „außen“, z. B. durch Bakterien und Viren, als 
auch von „innen“, z. B. durch entartete Zellen drohen, muss das Immunsystem zwei 
wesentliche Aufgaben bewältigen: Zum einen das Unterscheiden von „Fremd“ und 
„Selbst“ und zum zweiten das zeitnahe Beseitigen abgestorbener Zellen und 
Fremdstoffe. Darüber hinaus muss ein Mechanismus zur Verfügung stehen, der ein 




1.1.1 Das angeborene und das adaptive Immunsystem 
Immunantworten werden über zwei verschiedene Systeme geregelt, die sich beim 
Säugetier im Laufe der Evolution entwickelt haben. Man unterscheidet das angeborene 
und das erworbene (adaptive) Immunsystem. Das angeborene Immunsystem ist eine 
sehr effiziente erste Abwehrlinie, die für den Schutz des Organismus in der Frühphase 
einer Infektion verantwortlich ist. Viele eingedrungene Erreger können durch die Zellen 
dieses Systems ohne zusätzliche Aktivierung weiterer spezifischer Schutz-
mechanismen effektiv eliminiert werden. Zu den Effektorzellen der angeborenen 
Immunität gehören vor allem die Antigen-präsentierenden Zellen (APCs) wie 
Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen sowie natürliche Killerzellen 
(NK-Zellen), Granulozyten und B-Zellen. Diese Zellpopulationen tragen 
pattern-recognition Rezeptoren (PRRs) auf ihren Oberflächen, die in der Keimbahn 
kodiert sind. Ihre Spezifitäten sind somit genetisch festgelegt und können nicht 
verändert werden. Im Verhältnis zu der immensen Anzahl an körperfremden 
Substanzen erkennen diese Rezeptoren nur einige wenige - jedoch evolutiv hoch 
konservierte - repetitive Strukturen, die charakteristisch für Mikroorganismen sind. 
Diese Strukturen werden als pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 
bezeichnet und sind im normalen Wirtsorganismus nicht zu finden. Sie sind häufig 
überlebenswichtig für die Pathogene und halten deshalb jedem Selektionsdruck stand.  
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Oft ist es jedoch so, dass ein pathogener Erreger nicht alleine vom angeborenen 
Immunsystem unter Kontrolle zu bringen ist. Dieses Pathogen wird dann vom 
adaptiven Immunsystem bekämpft, das Erreger-spezifische Moleküle (Antigene) 
erkennt und eliminiert. Zum adaptiven Immunsystem gehören die T- und 
B-Lymphozyten, die sich dadurch auszeichnen, dass ihre Rezeptoren nicht 
Keimbahn-kodiert sind. Ihre Rezeptorspezifität wird durch Umlagerungen in den 
Rezeptor-kodierenden Genabschnitten definiert. Dies führt zu einer sehr hohen 
Rezeptor-Diversität. Im Laufe der Lebensspanne eines Organismus werden durch 
positive und negative Selektionsmechanismen nur diejenigen Rezeptoren ausgewählt, 
die zuverlässig ein Fremd-Antigen erkennen können. Aus einigen dieser 
antigenspezifischen Immunzellen bilden sich Gedächtniszellen aus, die zu einer 
schnellen Zweitantwort bei erneutem Antigenkontakt führen. 
 
 
1.1.2 Toll-like Rezeptoren  
Zu den wichtigsten Vertretern der PRRs, der „mustererkennenden“ Rezeptoren, 
gehören die Toll-like-Rezeptoren (TLRs). Toll wurde erstmalig in Drosophila 
melanogaster als ein Gen identifiziert, das eine Rolle in der Embryogenese aber auch 
in der Abwehr von Pilzinfektionen spielte [Hashimoto et al. 1988, Lemaitre et al. 1996]. 
TLRs sind Transmembranmoleküle, die sowohl über eine extrazelluläre, Leucin-reiche 
Domäne (leucin rich repeats, LRRs) als auch über einen zytoplasmatischen Teil 
verfügen, der Sequenzhomologien zum IL-1-Rezeptor aufweist, und deshalb als 
TIR-Domäne (Toll/IL-1 Rezeptor) bezeichnet wird. Bis heute sind im Menschen zehn 
verschiedene TLRs bekannt [Hornung et al. 2002]. Jede Immunzelle weist ein 
spezifisches Repertoire an TLRs auf [Hornung et al. 2002], so dass unterschiedliche 
Immunzellsubpopulationen durch verschiedene mikrobielle Substanzen aktiviert 
werden können. Tabelle 1 gibt einen Überblick über die bisher identifizierten humanen 
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TLR LIGAND URSPRUNG REFERENZ 
TLR1 Heterodimerisiert mit TLR2 
Triacylierte LP Bakt. Zellwand  
TLR2 Lipoproteine  Bakt. Zellwand [Takeuchi et al. 1999a] 
 Zymosan Hefen [Ozinsky et al. 2000] 
 Lipoarabinomannan (LAM) Mykobakterien [Underhill et al. 1999] 
TLR3 doppelsträngige RNA (dsRNA) Viren 
[Alexopoulou et al. 
2001] 
TLR4 LPS Gramneg. Bakt. [Poltorak et al. 1998] 
 Protein F RSV [Kurt-Jones et al. 2000] 
TLR5 Flagellin Begeißelte Bakterien [Hayashi et al. 2001] 







[Hemmi et al. 2002], 
[Hornung et al. 2005] 
TLR8 R848, einzelsträngige RNA (ssRNA) unbekannt 
[Jurk et al. 2002], 
[Heil et al. 2004] 
TLR9 CpG-Motive Bakterien, Viren [Hemmi et al. 2000] 
TLR10 unbekannt unbekannt  
Tabelle 1 Übersicht TLR-Liganden modifiziert nach [Kaisho et al. 2002] 
LPS: Lipopolysaccharid, ssRNA: single-stranded RNA, LP: Lipopeptide 
 
TLR 7/8 erkennen einzelsträngige RNA, vermutlich viralen Ursprungs 
(z. B. Influenza- oder HI-Viren) während TLR 9 unmethylierte CpG-Desoxy-
ribonukleinsäure (DNA)-Motive viralen (z. B. Herpesviren) oder bakteriellen Ursprungs 
erkennt [Hemmi et al. 2000]. Im Gegensatz zu allen anderen TLRs befinden sich 
TLR 3/7/8/9 nicht auf der Zelloberfläche, sondern intrazellulär in endosomalen 
Kompartimenten. Der Kontakt dieser TLRs mit ihren Liganden erfolgt demnach über 
eine Endosom-vermittelte Internalisierung der Viren und Bakterien. Seit kurzem ist 
auch bekannt, dass es zusätzlich TLR-unabhängige Mechanismen zur Dektektion 
viraler Nukleinsäuren gibt. Diese Sensoren befinden sich im Zytosol und erkennen 
vermutlich intrazelluläre Infektionserreger. Zu dieser Gruppe von Rezeptoren gehören 
die RNA-Helicasen retinoic acid-inducible gene I (RIG-I) und das melanoma 
differentiation-associated gene 5 (mda5), die beide doppelsträngige RNA erkennen 
[Ishii et al. 2006]. 
 
Nach der Aktivierung des TLR über seinen spezifischen Liganden kommt es zur 
Rekrutierung des Adaptormoleküls MyD88, das an die TIR-Domäne des jeweiligen 
TLR bindet. Dieser Komplex wird erweitert durch die Bindung von IRAK 1/4 sowie 
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TRAF 6. Von hier gehen zwei verschiedene Signalwege weiter, die zum einen über 
IRF 7 und zum anderen über MAP-Kinasen und NFkB laufen. 
 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Stimulation der plasmazytoiden 
dendritischen Zelle (PDC) über TLR 7 und TLR 9. Daher beschränkt sich Abbildung 1 
auf die Signaltransduktionskaskade der endosomal lokalisierten TLR 7/8 und 9.  
 
 
Abbildung 1  Signaltransduktionskaskade von TLR 7/8/9 
Die spezifische Ligandenbindung an den TLR führt zur Assoziation des Adaptormoleküls 
MyD88 an die TIR-Domäne. Es erfolgt eine Rekrutierung von IRAK 1/4 sowie von TRAF 6. 
Dieser Komplex aktiviert zum einen IRF 7, das an ISRE 7 im Nukleus bindet und die 
Gentranskription von IFN-α/β Genen aktiviert. Zum anderen aktiviert dieser Komplex 
MAP-Kinasen und IKKα/β. Diese Kinase phosphoryliert das inhibitorische Protein IkB, so dass 
der freie NFkB-Komplex in den Nukleus wandern kann und die Ablesung von 
proinflammtorischen Zytokinen ermöglicht. 
MyD88: myeloider Differenzierungsfaktor 88, TRAF6: Tumornekrose-Faktor 
Rezeptor-assozierter  Faktor 6, IRAK 1/4: Interleukin-1 Rezeptor-assoziierter Faktor 1/4, IRF 7: 
IFN-regulatorischer Faktor 7, ISRE 7: IFN- stimulierte response elements 7 IKK: IkB-Kinase, 
NFkB: nuclear factor kB, MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase, AP-1: aktivierendes Protein 1 
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1.2 Typ-I Interferon 
1.2.1 Interferone – Amplifikatoren der angeborenen Immunität 
1957 entdeckten Isaacs und Lindenmann, dass Zellen bei einer viralen Infektion ein 
Protein sezernierten. Sie bezeichneten es als „Interferon“, weil es mit der 
Virenreplikation in befallenen Zellen „interferierte“ und so ein Übergreifen auf nicht 
infizierte Zellen verhinderte [Isaacs und Lindenmann 1957]. Seitdem wurde eine ganze 
Familie von Interferon-Proteinen identifiziert und in Interferone (IFN) Typ-I und Typ-II 
klassifiziert. Der wichtigste Vertreter der Typ-II Interferone ist IFN-γ, welches 
hauptsächlich von stimulierten T- und NK-Zellen produziert wird. Zu den Typ-I 
Interferonen gehören IFN-α, IFN-β und IFN-ώ. Sie werden auch als „antivirale“ 
Interferone bezeichnet. Im humanen Organismus wird IFN-α nur von PDCs gebildet, 
IFN-β hingegen von den meisten Zellen in kleinen Mengen. Als Antwort auf einen 
viralen Stimulus produzieren PDCs um den Faktor 103 mehr Typ-I IFN als alle anderen 
Immunzellen. 
 
IFN-α/β und ώ binden an den gleichen Interferon-Rezeptor (IFN-αR), der aus zwei 
Untereinheiten besteht [Katze et al. 2002, Biron 2001, Aguet 1991]. Der 
IFN-α-Rezeptor ist an eine Tyrosinkinase der Janusfamilie gekoppelt, die über die 
Phosphorylierung von signal transducers and activators of transcription 1 and 2 
(STAT 1/2) die intrazelluläre Signaltransduktion in Gang setzt. Die darauf folgende 
Aktivierung von IFN-stimulated response elements (ISREs) führt zum Ablesen der 
IFN-regulierten Gene, die einen antiviralen Status herbeiführen. Besondere Bedeutung 
werden dabei der dsRNA-stimulierten Proteinkinase (PKR) und der 2´-5´Oligoadenylat-
Synthase (OAS) beigemessen. PKR ist eine Serin-Threonin-Kinase, die die Translation 
der viralen Proteine inhibiert, OAS aktiviert hingegen die Ribonuklease-L (RNase-L), 
welche virale messenger RNA (mRNA) degradiert [Katze et al. 2002]. 
 
Neben diesen antiviralen Wirkungen leisten die Interferone aber auch einen wichtigen 
Beitrag zur Initialisierung und Regulation von Immunantworten und stellen außerdem 
ein wichtiges Bindeglied zwischen Zellen der angeborenen und erworbenen Immunität 
dar. IFN-α/β steigern beispielsweise in allen Immunzellen die Expression von 
MHC Klasse-I Molekülen und somit die Präsentation von viralen Antigenen an 
CD8+-T-Zellen [Biron 2001]. Darüber hinaus amplifiziert es über eine positive feedback 
Schleife die erfolgte Immunantwort [Biron 2001]. 
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Weitere Wirkungen von Typ-I IFN sind: 
• Steigerung der Zytotoxizität von Makrophagen und NK-Zellen [Ortaldo et al. 
1983] 
• Induktion von IL-15 und damit Begünstigung der Proliferation von 
T-Gedächtnis-Zellen [Zhang et al. 1998] 
• Förderung der spezifischen Antikörperproduktion von B-Zellen [Le Bon et al. 
2001] 
• Überlebensfaktor für T-Zellen [Marrack et al. 1999]  
 
 
1.2.2 Therapeutische Anwendung von Interferonen 
Der immunstimulierende, antiproliferative und antivirale Effekt von IFN-α wird bei 
verschiedenen Tumoren und viralen Erkrankungen therapeutisch genutzt. Zurzeit 
befinden sich verschiedene, in E.coli rekominant hergestellte alpha-Interferone auf dem 
Mark, u.a. Interferon alpha-2a (Roferon®), Interferon alpha-2b (Intron A®) und 
Interferon alphacon-1 (Inferax®). Sie sind zur Behandlung folgender Erkrankungen 
zugelassen: Haarzell-Leukämie, Kaposi-Sarkom, chronisch-myeloische Leukämie, 
T-Zell-Lymphom, chronische Hepatitis B und C, Non-Hodgkin-Lymphom, 
Nierenzell-Karzinom und malignes Melanom. Darüber hinaus gibt es zwei mit 
Polyethylenglykol modifizierte Interferone (Pegasys®, PegIntron®), die aufgrund des 
höheren Molekulargewichts eine längere Halbwertszeit aufweisen und daher seltener 
appliziert werden müssen. Diese pegylierten Interferone sind lediglich zur Behandlung 
der Hepatitis C in Kombination mit Ribavirin zugelassen. Auf dem Markt befindet sich 
außerdem der TLR 7-Ligand Imiquimod (Aldara®), der zur lokalen Therapie genitaler 
Feigwarzen, ausgelöst durch das humane Papillomavirus, zugelassen ist. Die 
TLR-Stimulation führt zur IFN-α-Induktion im umgebenden Gewebe und induziert 
dadurch eine zelluläre Immunantwort. 
 
Rekombinantes IFN-β wird bei der Therapie der schubförmigen Multiplen Sklerose 
eingesetzt. Auf dem Markt befinden sich Interferon β-1a (Avonex®, Rebif®) sowie 
Interferon β-1b (Betaferon®) [Vollmar et al. 2005].  
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1.3 Dendritische Zellen 
Dendritische Zellen (DCs) sind auf die Präsentation von Antigenen spezialisiert und 
können so Immunantworten initiieren. Diese Zellen befinden sich in fast allen 
peripheren Körpergeweben und analysieren ihre Umwelt permanent auf das 
Vorhandensein pathogener Erreger oder Moleküle. 
 
Die Aufnahme von Pathogenen in die Zelle erfolgt in der Regel über Phagozytose bzw. 
Endozytose. Charakteristische Bestandteile werden nachfolgend intrazellulär 
prozessiert und auf der Zelloberfläche im major histocompatibility complex 
(MHC)-Komplex präsentiert. Die dadurch aktivierten DCs wandern nun in den 
nächstgelegenen drainierenden Lymphknoten ein. Dabei verlieren sie, im Zuge ihrer 
auf diese Aktivierung folgende Reifung, die Fähigkeit zur Antigenaufnahme und 
regulieren kostimulatorische Moleküle wie z. B. CD80/86 und CD40 auf (CD: cluster of 
differentiation). Im Lymphknoten folgt eine wechselseitige Interaktion der DCs mit 
naiven T-Zellen, die für das präsentierte Antigen einen spezifischen Rezeptor tragen. 
Die kostimulatorischen Moleküle dienen zusätzlich zum präsentierten Antigen als 
zweites notwendiges Signal für die Aktivierung der T-Zellen, um letztendlich eine 
effektive Immunantwort zu ermöglichen. Die Abwesenheit dieser kostimulatorischen 
Moleküle erzeugt andererseits eine Anergie bzw. Toleranz der T-Zellen gegenüber den 
präsentierten Antigenen. Dieser Schutzmechanismus bewahrt den Organismus vor 
möglichen Autoimmunprozessen. Im Lymphknoten kommt es nach erfolgreicher 
Aktivierung zur klonalen Expansion der für das Antigen spezifischen T-Zellen, die dann 
über die Lymphe oder das Blut zum Infektionsherd gelangen. Allgemein unterscheidet 
man Th1- und Th2-gerichtete Immunantworten. Th1-Zellen bilden IFN-γ, welches eine 
zelluläre Immunantwort fördert. Th2-Zellen produzieren IL-4/5 und unterstützen eine 
humorale Antwort. 
 
Zu den Antigen-präsentierenden Zellen gehören DCs und B-Zellen. Die DCs werden 
anhand ihres myeloiden oder lymphatischen Ursprungs unterschieden. Im humanen 
System ist die myeloide DC (MDC) als lineage-, HLA-DR+++, CD11c+ und CD123low 
beschrieben. Die plasmazytoide DC (PDC) wird hingegen als lineage-, HLA-DR+++, 
CD11c- sowie CD123high definiert [O'Doherty et al. 1994]. 
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1.3.1 Die plasmazytoide dendritische Zelle 
1958 beschrieben die beiden deutschen Pathologen Lennert und Remmele erstmals 
eine plasmazellartige Zelle in den T-Zellarealen von Lymphknoten [Lennert und 
Remmele 1958]. Es folgten zahlreiche Umbenennungen aufgrund immer speziellerer 
Charakterisierungen dieser Zellpopulation. 1999 entdeckten zwei Forschergruppen 
unabhängig voneinander, dass diese Zelle mit der als interferon producing cell (IPC) 
bezeichneten Zelle identisch war, die als Hauptproduzent von Typ-I IFN galt. Sie 
prägten den Namen der „plasmazytoiden dendritischen Zelle“ [Cella et al. 1999, Siegal 
et al. 1999]. 
 
PDCs sind vor allem in der Leber, im Thymus und im Knochenmark lokalisiert. Sie sind 
aber auch im peripheren Blut nachweisbar (0,1-0,7%). Diese Beobachtung legt nahe, 
dass sie in diesen primären lymphatischen Organen aus hämatopoetischen 
Stammzellen hervorgehen. Nach dem Verlassen des Knochenmarks wandern PDCs in 
die T-Zell-reichen Areale der sekundären lymphatischen Organe ein. Wie in 1.1.2 
erwähnt, exprimieren PDCs die Toll-like Rezeptoren 7 und 9, die beide endosomal 
lokalisiert sind und mikrobielle Nukleinsäuren erkennen. Sowohl TLR 7/9 als auch 
IRF 7 werden konstitutiv in PDCs exprimiert, so dass es über diese Faktoren 
besonders schnell zur PDC-Aktivierung kommt [Kato et al. 2005]. Nach Aktivierung 
produzieren PDCs innerhalb der ersten 24 Stunden große Mengen an Typ-I IFN, bis zu 
10 pg/Zelle [Siegal et al. 1999]. Die Fähigkeit der PDCs Antigene aufzunehmen und zu 
prozessieren ist dagegen, im Vergleich zu anderen APCs, gering. Unreife PDCs 
exprimieren wenig MHC-II und kostimulatorische Moleküle. Nach Aktivierung durch 
Pathogene, synthetische TLR 7 oder 9-Liganden aber auch CD40-Ligand (CD40L, 
CD154) tritt ein Reifungsprozess ein, der die PDC phänotypisch zur dendritischen Zelle 
werden lässt, die in Interaktion mit T-Zellen treten kann. Erfolgt diese Reifung unter 
dem Einfluss von IL-3 (möglicherweise produziert durch Basophile und Eosinophile bei 
Infektionen mit Parasiten, aber auch von T-Zellen) bzw. IL-3 in Kombination mit 
CD40L, lässt sich eine Th2-basierte Immunantwort beobachten. Virusinfizierte PDCs 
hingegen fördern durch die Ausschüttung von IFN-α die Entwicklung von IFN-γ- und 
IL-10-produzierenden T-Zellen (Th1) [Rissoan et al. 1999]. Durch die Produktion 
verschiedender Zytokine (IFN-α, IL-6, IL-8, TNF-α) kann die PDC viele andere 
Effektorzellen des Immunsystems aktivieren [Kadowaki and Liu 2002]. Dazu gehören 
MDCs, Makrophagen, NK-Zellen, NKT-Zellen und T-Zellen [Ito et al. 2001; 
Rothenfusser et al. 2001]. Die PDC selber kann jedoch auch IL-12 über Stimulation mit 
CpG-B und CD40L produzieren [Krug et al. 2001b]. 
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Die PDC hat also sowohl die Fähigkeit als Effektorzelle des angeborenen 
Immunsystems zu fungieren als auch als Antigen-präsentierende Zelle das erworbene 
Immunsystem zu aktivieren.  
 
 
1.3.2 Die plasmazytoide dendritische Zelle in der Pathophysiologie 
Es gibt Berichte, nach denen die PDC eine Rolle in der Pathogenese von 
HIV-Infektionen (human immuno-deficiency virus), Autoimmun - und 
Tumorerkrankungen spielt. 
 
PDCs exprimieren die Moleküle CD4, sowie die für die HIV-Infektion essentiellen 
Rezeptoren CXCR4 und CCR5 [Penna et al. 2001]. PDCs können demnach vom 
HI-Virus infiziert werden. Studien zeigen, dass Zellen von HIV-Patienten eine 
verminderte Fähigkeit zur IFN-α-Produktion aufweisen [Lopez et al. 1983, Siegal et al. 
1986], ebenso ist die generelle Zahl von PDCs bei diesen Patienten verringert 
[Pacanowski et al. 2001]. Die Abnahme der PDC-Population korreliert mit einer 
erhöhten Viruslast und der Zunahme von opportunistischen Infektionen sowie dem 
Auftreten des Kaposi-Sarkoms [Soumelis et al. 2001]. 
 
Der Zusammenhang zwischen von PDCs produziertem IFN-α und dem systemischen 
Lupus erythematodes (SLE) stützt sich auf zwei Beobachtungen. Patienten unter 
IFN-α-Therapie können einen SLE entwickeln und SLE-Patienten weisen häufig einen 
erhöhten Serumspiegel an IFN-α auf [Ytterberg und Schnitzer 1982]. Die absolute Zahl 
an zirkulierenden PDCs ist zwar erniedrigt, in den Hautläsionen jedoch finden sich 
vermehrt PDCs, die enorme Mengen an IFN-α produzieren [Ronnblom und Alm 2001]. 
Die Aktivierung dieser hautinfiltierenden PDCs erfolgt über Immunkomplexe aus 
anti-doppelsträngiger DNA und der DNA apoptotischer Zellen [Vallin et al. 1999a, Vallin 
et al. 1999b].  
 
In der Tumorigenese beobachtet man die Infiltration von unreifen PDCs in solide 
Tumoren [Vermi et al. 2003, Hartmann et al. 2003a]. Diese PDCs sind unfähig T-Zellen 
zu aktivieren und induzieren stattdessen die Bildung von T-regulatorischen Zellen 
(Tregs) [Zou et al. 2001b]. Neuere Studien zeigen, dass PDCs in tumordrainierenden 
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Lymphknoten Indoleamine-2,3-dioxygenase produzieren, welches eine lokal 
immunsuppressive Wirkung auf umliegende T-Zellen hat [Munn et al. 2004]. 
 
 
1.3.3 Migrationsverhalten der plasmazytoiden dendritischen Zelle 
Nach der Aktivierung durch verschiedene Stimuli werden PDCs zur Migration in den 
nächstgelegenen Lymphknoten angeregt, um dort mit anderen 
Lymphozytenpopulationen in Interaktion zu treten. Diese Migration wird durch 
Chemokine ausgelöst - eine Familie von kleinen, sekretierten Peptiden, die die 
besondere Fähigkeit besitzen, Lymphozyten zum Wandern zu bringen. Diese 
gerichtete Bewegung entlang eines Gradienten eines bestimmten Chemokins nennt 
man Chemotaxis. 
 
PDCs exprimieren folgende Chemokin-Rezeptoren: 
• CCR2, CCR3, CCR5, CCR7, CXCR2, CXCR3, CXCR4 [Penna et al. 2002, 
McKenna et al. 2005].  
In dieser Arbeit werden im Folgenden zwei Rezeptoren genauer untersucht, die bei der 
Chemotaxis der PDC eine bedeutende Rolle spielen. 
• CCR7-Rezeptor (das mittlere C steht für ein Cytosin im Zentrum des 
Rezeptors). Die Liganden dieses Rezeptors sind die Chemokine CCL19 
(MIP-3 α) und CCL21 (6CKine). Diese werden im Lymphknoten im Bereich der 
high endothelial venules (HEV) exprimiert, dem Übergangsort der Immunzellen 
aus dem Blut ins lymphatische System. Die Migration auf diese Liganden in 
Richtung Lymphknoten wird als homing bezeichnet.  
• CXCR4-Rezeptor gehört zur Familie der C-X-C-Rezeptoren, die eine andere 
Aminosäure als Cytosin im Zentrum aufweisen. Der Ligand für diesen Rezeptor 
ist stromal-derived-factor 1 (SDF-1, CXCL12). Dieser Faktor wird häufig von 
Tumoren exprimiert und findet sich z.B. in sehr hoher Konzentration in 
Tumorascites [Zou et al. 2001b]. Eine Expression dieses Liganden sorgt für 
eine Migration, die entgegengesetzt zu der von CCR7 verläuft. 
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1.4 CpG-Oligodesoxynukleotide 
1.4.1 Geschichtlicher Hintergrund 
Im Jahre 1866 beobachtete Wilhelm Busch, Chirurg an der Universitätsklinik Bonn, 
dass sich Tumore beim gleichzeitigen Vorliegen bakterieller Infektionen zurückbilden 
konnten. Zwei Dekaden später wurde dieses Konzept von Sir William Coley 
(Rockefeller University, New York) aufgegriffen und an einem größeren 
Probandenkollektiv weiterentwickelt. Coley zeigte, dass die intratumorale Injektion 
bakterieller Lysate eine Rückbildung von Tumoren bewirkt [Coley 1991, Nauts und 
McLaren 1990]. Dieser Ansatz geriet allerdings kurz darauf in Vergessenheit, weil 
besser zu standardisierende und leichter zu handhabende Therapien wie z. B. die 
Strahlentherapie in den Mittelpunkt des Interesses rückten. 
 
1984 zeigten Tokunaga et al., dass die Vakzinierung mit dem attenuierten 
Mykobakterium bovis Stamm Bacille Calmette-Guérin (BCG) eine Anti-Tumor-Wirkung 
besitzt [Tokunaga et al. 1984]. Diese Applikation wurde als Standardtherapie für das 
Blasenkarzinoms eingeführt, obwohl die genauen Wirkmechanismen bis dato ungeklärt 
waren [Morales et al. 1976]. Tokunaga und Kollegen trennten das Lysat von BCG in 
verschiedene Fraktionen auf und konnten zeigen, dass die immunstimulatorische 
Wirkung von der mykobakteriellen DNA herrührt, da die Wirkung mit DNAsen zerstört 
werden kann [Tokunaga et al. 1999]. Eine andere japanische Arbeitsgruppe um 
Yamamoto deckte auf, dass bakterielle DNA im Gegensatz zur Vertebraten-DNA eine 
immunstimulatorische Wirkung hat [Yamamoto et al. 1992]. Im Folgenden gelang es 
die aktiven Sequenzen innerhalb der bakteriellen DNA einzugrenzen und es zeigte 
sich, dass alle eine Palindromsequenz aufwiesen (spiegelbildliche Anordnung der 
Basen um ein zentrales Dinukleotid). Nach diesem Muster entwickelte, synthetische 
Oligodesoxynukleotide (ODN) wirkten ebenfalls immunstimulierend. 
 
Einen weiteren großen Schritt brachte die Beobachtung von Arthur Krieg 1995, dass 
einige Antisense-ODN immunstimulatorische Aktivität aufwiesen, sie induzierten eine 
starke Proliferation von B-Zellen [Krieg et al. 1995]. Die genauere Analyse dieses 
Phänomens brachte die Erkenntnis, dass alle aktiven Sequenzen ein Cytidin-Guanosin 
Dinukleotid (CpG, p bezeichnet die Phosphatbindung) aufwiesen und dass ein 
Palindrom, wie ursprünglich angenommen, nicht zwingend notwendig war. Der Grund 
für die unterschiedliche Immunogenität bakterieller und Vertebraten-DNA liegt in ihrem 
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Aufbau. Ein Unterschied ist die Frequenz der CpG-Motive: Bakterielle DNA weist die 
statistisch erwartete Verteilung von 1 zu 16 CG-Dinukleotiden auf, während diese mit 1 
zu 60 in der Wirbeltier-DNA stark unterrepräsentiert ist. Die CpG-Motive sind daher ein 
charakteristisches Merkmal mikrobieller DNA, so dass das Vertebraten-Immunsystem 
sie als Erkennungsmotiv für einen eindringenden mikrobiellen Erreger nutzen kann. 
Darüber hinaus sind 70-80% der Cytosine in der Wirbeltier-DNA in 5´-Position 
methyliert, während die DNA mikrobiellen Ursprungs unmethyliert bleibt. Tatsächlich 
erkennt das Vertebraten-Immunsystem unmethylierte CpG-Motive und eine 
Methylierung des Cytosins in synthetischen ODN führt zu einer stark verminderten 
Immunwirkung. Es zeigte sich, dass zwischen den Spezies Unterschiede in der 
Aktivierung auf verschiedene Sequenzen bestehen. Im humanen System stellte sich 
für eine optimale Stimulation das minimal erforderliche Motiv mit dem Hexamer 
5´-GTCGTT-3´ als besonders potent heraus [Hartmann und Krieg 2000], im murinen 




1.4.2 Beschreibung drei verschiedener CpG-Klassen 
In Screening-Versuchen stellte sich heraus, dass sich aufgrund unterschiedlicher 
Sequenzen und der dadurch bedingten strukturellen Profile verschiedene Klassen von 
ODN definieren lassen. Eine weitere Rolle spielt auch die Modifizierung der 
normalerweise vorliegenden Phosphodiester-Bindung (PO) zwischen den einzelnen 
Nukleotiden. Im Hinblick auf eine erhöhte Nukleasestabilität wurde die 
Phosphorothioat-Modifikation (PTO) eingeführt. Dabei wurde ein nicht an der Bindung 
beteiligtes Sauerstoffatom der Phosphatgruppe durch ein Schwefelatom substituiert. 
Diese PTO-ODN sind aufgrund ihrer Stabilität auch zur in vivo-Applikation geeignet.  
 
Bisher konnten drei verschiedene Klassen anhand ihres aus differenziellen 
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CpG-A (auch: CpG-D), Prototyp ODN 2216 [Krug et al. 2001a] 
• ODN 2216: 5´-GGgggacgatcgtcGGGGGg-3´ 
• Palindrom im Zentrum (unterstrichen) 
• Poly-Guanosine am 5´-und 3´-Ende; verbessern die zelluläre Aufnahme 
[Dalpke et al. 2002] und die NK-Aktivierung 
• der chimäre Aufbau aus PTO-gebundenen Poly-G Resten und 
PO-gebundenem Palindrom unterstützt die Ausbildung von partikulären 
Sekundärstrukturen, bewirkt eine hohe IFN-α-Freisetzung aus PDCs sowie eine 
starke Aktivierung von NK-Zellen (bei angemessener Nukleasestabilität)  
• keine bis schwache B-Zellaktivierung 
 
CpG-B (auch: CpG-K), Prototyp ODN 2006 [Krieg 2002] 
• ODN 2006 : 5´-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-3´ 
• einzelsträngig, humanes Motiv mehrfach vorhanden 
• vollständig PTO modifiziert 
• starke B-Zellproliferation, wenig NK-Zellaktivierung 
• wenig IFN-α-Induktion in der PDCs, aber Reifung und TNF-α-Induktion 
• wird als ProMune® bereits in klinischen Studien Phase III für die Behandlung 
von nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom getestet  
 
ODN der Klasse C vereinen die Effekte der Klassen A und B. 
 
CpG-C, Prototyp ODN M362 [Hartmann et al. 2003b, Marshall et al. 2003, Vollmer et 
al. 2004] 
• ODN M362 : 5´-TCGTCGTCGTTCGAACGACGTTGAT-3´ 
• vollständig PTO modifiziert, mehrere CpG-Motive 
• Palindrom im Zentrum (unterstrichen) 
• induziert sowohl IFN-α in der PDC als auch die Produktion von IL-6 und Ig-M 
durch die B-Zelle 
• wird als Actilon® in klinischen Studien Phase I gegen Hepatitis C getestet 
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1.4.3 CpG-Wirkungen auf das Immunsystem 
Die Erkennung der unmethylierten CpG-Motive erfolgt über den Toll-like Rezeptor 9, 
der im humanen System lediglich von PDCs und B-Zellen exprimiert wird. Die 
Aktivierung dieser Zellen führt sekundär über sezernierte Botenstoffe und 
kostimulatorische Moleküle zur Aktivierung akzessorischer Zellen. Eine systemische 
CpG-Gabe führt zu einer starken Th1-Polarisierung mit hohen IFN-γ und IL-12-Spiegeln 
[Klinman et al. 1996]. 
 
• B-Zellen  
Humane B-Zellen werden z. B. von ODN 2006 zur Proliferation angeregt. Des Weiteren 
steigert CpG-DNA die IL-6 und IL-10-Produktion, welche für die Differenzierung in die 
Antikörper-produzierende Zelle notwendig sind [Yi et al. 1996b]. Weiterhin ist eine 
gesteigerte Expression von Oberflächenmolekülen wie MHC-I/II, CD40, CD54 und 
Fcγ-Rezeptor zu beobachten [Krieg et al. 1995] Neben diesen stimulatorischen 
Effekten verhindert die CpG-Gabe auch den programmierten Zelltod [Yi et al. 1996a]. 
 
• PDCs 
Die Stimulation mit CpG-DNA führt hier zur Aufregulation kostimulatorischer Moleküle 
wie CD80, CD86 und CD40. Außerdem stimuliert CpG-DNA die Synthese 
verschiedener Zytokine wie IFN-α, IL-6, TNF-α und IFN-β [Krug et al. 2001a] und von 
Chemokinen wie IL-8 und IP-10. Die Kombination von CpG-B und CD40L führt zur 
Ausschüttung von IL-12 [Krug et al. 2001b]. Die durch CpG-induzierten Zytokine 
bewirken eine Th1-gerichtete Immunantwort. 
 
 
1.4.4 Therapeutischer Einsatz von CpG-Oligodesoxynukleotiden  
 
• Tumortherapie 
Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass eine CpG-Applikation das 
Tumorwachstum signifikant hemmt oder auch zu einer kompletten Remission der 
Tumore führen kann [Carpentier et al. 1999]. Schon eine einmalige peritumorale Gabe 
führt zu einer Infiltration von Makrophagen, NK-Zellen und CD8+-Zellen. Das sich 
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entwickelte immunologische Gedächtnis kann eine erneute Ausbildung von Tumoren 
verhindern [Carpentier et al. 2000]. In einem Melanommodell gelang es, eine Vakzine 
aus Tumor-assoziiertem Antigen und dazugehörigem T-Zell-Epitop in der Effektivität 
um das 10-100 fache zu steigern [Davila und Celis 2000]. Interessant ist ebenfalls der 
Ansatz, dass monoklonale Antikörper, die erfolgsversprechend gegen Tumorantigene 
eingesetzt werden, in ihren therapeutischen Erfolgen in der Kombination mit CpG-DNA 
noch verbessert werden können. 
 
• Allergie 
Allergien sind definiert als eine überschießende Immunreaktion des Körpers, die durch 
die erhöhte Produktion der Th2-Zytokine IL-4/5 sowie einer vermehrten IgE-Synthese 
gekennzeichnet ist [Sears et al. 1991]. Im Umkehrschluss heißt das, dass eine 
Therapie, die ein Th1-Zytokinmilieu schafft, eine Allergie positiv beeinflussen kann bzw. 
prophylaktisch den Ausbruch einer solchen verhindert. CpG-DNA hat diesen Effekt, 
indem sie die Freisetzung von IFN-γ und IL-12 (den typischen Th1-Zytokinen) fördert 
[Sur et al. 1999]. Die gebildeten Th1-Zytokine induzieren bei B-Zellen einen isotype 
switch zu IgG2a anstelle von IgE. Kline zeigt 1998 zum ersten Mal, dass die 
Kombination von CpG-DNA mit einem starken Allergen (hier: Hausstaubmilben) ein 
Ausbrechen von allergischem Asthma verhindern kann bzw. eine deutliche 
Abschwächung der Symptome ermöglicht [Kline et al. 1998]. Eine Therapie mit 
CpG-ODN bekämpft demnach die Ursachen einer Allergie und nicht die Symptome, 
wie es bisherige auf dem Markt befindliche Präparate tun. 
 
• Impf-Adjuvans 
CpG-DNA induziert die Produktion von Th1- und proinflammatorischen Zytokinen, 
zusätzlich lässt sie Antigen-präsentierende Zellen reifen und aktiviert diese. Es wurde 
vermutet, dass CpG-DNA auch die Immunogenität eines zeitgleich verabreichten 
Antigens steigern könnte [Klinman et al. 1999b]. In Mausexperimenten zeigte sich, 
dass die Ko-Administration von CpG-B zu Vakzinen gegen Influenzaviren, 
Masernviren, Hepatitis-B-Oberflächenantigen oder dem Tetanustoxoid einen dreifach 
höheren spezifischen Antikörper-Titer bewirkt [Davis et al. 1998, Eastcott et al. 2001]. 
Zwei klinische Studien sind bereits an humanen Probanden durchgeführt worden. In 
der ersten Studie wurden gesunde Erwachsene mit Engerix B®, einem Hepatits B 
Impfstoff, immunisiert. Die Gruppe, die zusätzlich CpG-B erhielt, wies nach der ersten 
und zweiten Impfung einen signifikant höheren Antikörper-Titer auf [Halperin et al. 
2003]. Die Impfung mit Fluarix®, einem Grippeimpfstoff, in Kombination mit CpG-B 
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zeigte das Phänomen, dass lediglich die Probanden, die bereits Influenza-Viren 
spezifische Antikörper aufwiesen, von erhöhten spezifischen Serumspiegeln 
profitierten [Klinman et al. 2000]. Zurzeit befindet sich VaxImmune® (Coley 
Pharmaceuticals), ein Impf-Adjuvans bei Tumorerkrankungen, in Phase-I Studien. 
 
• Immunprotektiver Effekt 
Die über CpG-DNA erreichte Aktivierung des angeborenen Immunsystems, kann im 
Mausmodell effektiv vor einer nachfolgenden Infektion schützen. Mäuse, die im Vorfeld 
mit bakterieller DNA oder CpG-DNA behandelt werden, sind resistent gegen die 
Infektion mit Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes und Francisella tularensis 
[Krieg et al. 1998a, Klinman et al. 1999b] sowie Ebola-, Herpes- und Zytomegalieviren 
[Ashkar et al. 2003]. Auch gegenüber Protozoen wie Plasmodium yoelii und 
Leishmanien wird ein protektiver Effekt beobachtet [Zimmermann et al. 1998]. Dieser 
wird massgeblich über die PDC vermittelt, da PDC-defiziente Mausstämme diesen 




Paul Ehrlich postulierte bereits Anfang des 19. Jahrhunderts, dass das körpereigene 
Immunsystem bei der Erkennung und Bekämpfung von Tumoren eine entscheidende 
Rolle spielt. Burnet und Thomas stellten eine halbe Dekade später die Theorie der 
Überwachung von Tumoren durch das Immunsystem auf (immunosurveillance) [Burnet 
1957]. Diese besagt, dass das humane Immunsystem maligne Zellen erkennen und 
abtöten kann. Ein wachsender Tumor stellt demnach eine Ausnahme dar und ist 
begründet in der Fähigkeit des Tumors den Kontrollmechanismen des Körpers zu 
entkommen (immune escape). Um der Überwachung durch das Immunsystem zu 
entgehen bedient sich der Tumor eines Phänomens, das als immune editing 
bezeichnet wird. Durch verschiedene Mechanismen werden die Immunzellen in der 
unmittelbaren Umgebung des Tumors in einen Zustand versetzt, der sie unfähig macht 
die Tumorzellen zu erkennen und zu bekämpfen. 
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Folgende molekulare Mechanismen werden u.a. diskutiert: 
• Mutation von Tumorantigenen [Stackpole et al. 1980] 
• Reduktion bzw. völliges Fehlen der MHC Klasse-I Moleküle [Algarra et al. 2004] 
• Defekte im signaling durch den Todesrezeptor CD95 [French und Tschopp 
2002] oder Expression anti-apoptotischer Moleküle 
• Fehlende Aufregulation kostimulatorischer Moleküle [Schwartz 1990] 
• Produktion immunsuppressiver Zytokine wie IL-10, TGF-β und anderen 
Substanzen wie Prostaglandin E2 (PGE2) [Toutirais et al. 2003] 
• Generierung von Tregs 
 
 
1.6 Prostaglandin E2  
1.6.1 Biosynthese und Signaltransduktion von Prostaglandin E2  
Prostaglandin E2 ist ein Lipid, das aus Membranphospholipiden entsteht. 
Phospholipase A2 (PLA2) setzt aus Membranphospholipiden die C20-ungesättigte 
Fettsäure Arachidonsäure frei [Smith et al. 1991], die in einem weiteren Schritt durch 
die Cyclooxygenase (COX)-1 und 2 zu instabilem Prostaglandin (PG) H2 oxidiert wird 
[Smith et al. 1991]. Aus diesem PGH2 entstehen durch verschiedene 
Prostaglandinsynthasen weitere Prostaglandine wie PGE2, PGD2 und PGF2α, aber auch 
Thromboxan A2 (TxA2) und Prostacyclin (PGI2) (Abbildung 2). Diese COX-Produkte 
werden auch als Prostanoide oder Eicosanoide bezeichnet. 
 
COX-1 wird konstitutiv in vielen Geweben exprimiert und ist für wichtige physiologische 
Vorgänge wie z. B. dem Schutz der gastrointestinalen Mukosa verantwortlich. COX-2 
hingegen wird nur im Gehirn, den Nieren und der Prostata konstitutiv exprimiert, sie ist 
jedoch aber über verschiedene Entzündungsmediatoren (z. B. LPS, IL-1, TNF-α) 
induzierbar [Morham et al. 1995]. Die physiologische Funktion der seit kurzem 
bekannten COX-3 ist noch weitgehend unbekannt. PGE2 wird endogen von vielen 
Zellen des Körpers produziert, u.a. von Fibroblasten, Makrophagen und malignen 
Zellen.  
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Abbildung 2  Biosynthese von Prostaglandinen 
 
PGE2 vermittelt seine Wirkungen über die Prostaglandin E-Rezeptoren EP 1-4. Dies 
sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren vom Rhodopsin-Typ [Coleman et al. 1994]. Sie 
weisen eine extrazelluläre N-terminale Domäne, sieben Transmembranregionen sowie 
eine intrazelluläre C-terminale Domäne auf. Die Rezeptoren sind an heterotrimere 
G-Proteine gebunden, die mittels sekundärer Botenstoffe das extrazelluläre Signal in 
ein intrazelluläres Signal umwandeln. Tabelle 2 gibt einen Überblick über die 
verschiedenen Rezeptoren, ihre second messenger sowie ihre natürlichen und 
synthetischen Liganden [Harris et al. 2002]. Da der EP3-Rezeptor viele splice-Varianten 
aufweist, ist auch eine Vielzahl an Signaltransduktionskaskaden möglich. Die 
splice-Varianten haben aber keinen Einfluss auf die Affinität der Liganden [Ushikubi et 
al. 1995].  
 
Name Natürlicher Ligand Intrazelluläres Signal Synthetischer, spezifischer 
Ligand 
EP1R PGE2 IP3↑, Ca2+↑ via Gq Sulprostone 
EP2R PGE2 cAMP↑ via Gs Butaprost 
EP3R PGE2 cAMP↓ via Gi 
cAMP↑ via Gs 
Phosphatidylinositol 
Sulprostone 
EP4R PGE2 cAMP↑ via Gs 11-deoxy-PGE1 (auch EP2) 
Tabelle 2 Übersicht der EP-Rezeptoren und ihrer spezififschen Liganden 
IP3: Inositol-3 Phosphat, cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat 
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1.6.2 Die Wirkung von Prostaglandin E2 auf das Immunsystem 
PGE2 moduliert die Funktion vieler Zellen des Immunsystems, wobei es im Allgemeinen 
eine immunsuppressive Wirkung besitzt. PGE2 verschiebt die Immunantwort zugunsten 
einer Th2-Antwort (IL-4/6/10) indem es die Bildung von Th1-Zytokinen (TNF-α, IFN-γ 
und IL-2) hemmt [Hilkens et al. 1996]. Die verbleibende Th2-basierte Immunantwort ist 
nicht in der Lage, einen Tumor effektiv zu bekämpfen. In der Anwesenheit von PGE2 
produzieren DCs kaum noch IL-12, stattdessen steigt die Synthese des 
immunsuppressorisch wirkenden IL-10 an [Huang et al. 1998, Harizi et al. 2002]. PGE2 
fungiert weiterhin als autokriner positiver feedback Regulator, da es seinerseits die 
Expression von COX-2 induziert. 
 
 
1.6.3 Die Rolle von Prostaglandin E2 in der Tumorigenese  
Eine Überexpression von COX-2 und die damit verbundene erhöhte Produktion von 
PGE2 werden in verschiedenen malignen Erkrankungen wie Prostatakrebs, 
Mammakarzinom [Rolland et al. 1980] und Dickdarmkrebs [Rigas et al. 1993] 
beobachtet. Generell wird PGE2 in Tumorgeweben in weitaus höherer Konzentration 
als in normalem Gewebe gefunden. COX-2 ist ein early response Gen, das von 
Tumorpromotoren, Zytokinen, Wachstumsfaktoren und durch Hypoxie induziert werden 
kann.  
 
Nachfolgend werden Mechanismen vorgestellt, die die Rolle der COX bei der 
Tumorentwicklung veranschaulichen: 
• Apoptoseresistenz 
PGE2 induziert die Bildung von anti-apoptotischen Proteinen wie z. B. Bcl-2 
• Angiogenese 
Eine Überexpression von COX-2 führt direkt zur Produktion von vascular endothelial 
growth factor (VEGF), dem stärksten bekannten proangiogenetischen Faktor [Harada 
et al. 1994]. 
• Invasivität 
Induktion von Matrixmetalloproteasen (MMP), die als degradierende Enzyme bei der 
Metastasierung eine Rolle spielen. 
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Aufgrund dieser vielfältigen Beteiligung der COX-2 an Tumorentwicklung und 
- progression ermöglicht die gezielte Hemmung der COX einen vielversprechenden 
therapeutischen Ansatz. Eine der ersten Beobachtungen in diesem Zusammenhang 
war, dass unter Langzeittherapie mit nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) das 
Risiko an Dickdarmkrebs zu erkranken um 40-50% gesenkt werden konnte [Smalley 
und DuBois 1997]. NSARs wie Indometacin oder Acetylsalicylsäure blockieren die 
COX-1 und 2 und hemmen so die PGE2-Synthese. Vom Einsatz COX-2-selektiver 
Inhibitoren (z. B. Rofecoxib und Celecoxib) versprach man sich außerdem eine 
Abnahme der gastrointestinalen Nebenwirkungen. Studien mit diesen selektiven 
COX-2 Hemmern zeigten vielversprechende Ergebnisse bei der Größenreduktion von 
Tumoren [Ding et al. 2000]. Ebenso konnte eine verminderte Migration und Adhäsion 
maligner Zellen unter COX-2 Hemmern festgestellt werden [Rozic et al. 2001]. 
Allerdings steht diese Arzneimittelgruppe seit Mitte des Jahres 2004 im 
Zusammenhang mit dem erhöhten Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse und 
Herzinfarkten. Dies hängt möglicherweise mit der durch die COX-2 Hemmung 
ebenfalls verursachten verminderten Produktion von antithrombotischem Prostacyclin 
und der gleichzeitig unveränderten Produktion von TxA2 zusammen. Dies verändert die 
Homöostase der Blutgerinnung [Cheng et al. 2002]. Neuere, alternative Angriffspunkte 
zur Reduktion von PGE2-Spiegeln sind die Hemmung der PGE-Synthasen, so dass 
andere Prostanoide weiterhin produziert werden können sowie darüber hinaus die 
spezifische Blockade von EP-Rezeptoren. 
 
 
1.7 Transformierender Wachstumsfaktor-β 
1.7.1 TGF-β – Vorkommen und Signaltransduktion 
Beim transformierenden Wachstumsfaktor-β (TGF-β) handelt es sich um ein 
pleiotropes Zytokin, welches je nach Zelltyp und Differenzierungsstadium stark 
unterschiedliche Wirkungen aufweist. TGF-β spielt eine wesentliche Rolle bei der 
Proliferation und Differenzierung von embryonalem und adultem Gewebe, sowie bei 
der Wundheilung, Angiogenese und in Entzündungsprozessen. Im humanen System 
sind drei Isoformen bekannt (TGF-β1, TGF-β2 und TGF-β3) die von verschiedenen 
Genen kodiert werden [Govinden und Bhoola 2003]. TGF-β1 ist die im Immunsystem 
vornehmlich exprimierte Isoform [Derynck et al. 1987]. 
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TGF-β liegt hauptsächlich in der Form des latenten Komplexes vor [Roth et al. 1998]. 
Dieser besteht aus dem latent TGF-β binding protein (LTBP) welches kovalent über 
Disulfidbrücken an das latency-associated peptide (LAP) bindet, das wiederum eine 
nicht-kovalente Bindung mit einem homodimeren TGF-β eingeht [Miyazono und Heldin 
1991]. In diesem Komplex bleibt TGF-β an die extrazelluläre Matrix gebunden, wird 
dort gespeichert und erst bei Aktivierung freigesetzt [Taipale et al. 1998]. TGF-β kann 
nur in der aktiven Form an seinen Rezeptor binden. In vitro kann man die Abspaltung 
aus dem Komplex durch extreme pH-Werte, Hitze oder verschiedene Proteasen 
erreichen [Miyazono und Heldin 1991]. Wie die Spaltung in vivo erfolgt ist unklar, 
vermutet werden proteolytische Mechanismen wie die Freisetzung durch Plasmin oder 
Konformationsänderungen von z. B. LAP durch das Bindungsprotein Thrombospondin 
[Lyons et al. 1990]. Die Wirkungen von TGF-β können sowohl parakrin als auch 
autokrin sein. 
 
Das TGF-β-signaling läuft über den TGF-β Rezeptor, einem Komplex aus zwei Typen 
von Serin/Threonin-Kinasen. Dieser Komplex ist ein Heterodimer aus dem 
TGF-β-Rezeptor Typ-I (TGFβRI) und TGF-β-Rezeptor Typ-II (TGFβRII). Es gibt 
lediglich einen Typ-II Rezeptor, jedoch 5 Typ-I Rezeptoren, die zur Familie der activin 
receptor like kinasen (ALK) gehören. TGF-β vermittelt seine Wirkungen meist über 
einen Komplex aus ALK5 und TGFβRII. TGFβRIII (Betaglycan) spielt lediglich eine 
Rolle bei der Bindung von TGF-β2 an TGFβRII. TGF-β bindet an TGFβRII, der 
wiederum ALK5 bindet und phosphoryliert. ALK5 phosphoryliert die intrazellulären 
similar to mothers against decapentaplegic (Smad) Proteine 2 und 3, die mit Smad 4 
assozieren [Inman et al. 2002b] und in den Nukleus wandern, um dort smad binding 
elements (SBE) zu aktivieren. Die alleinige Bindung von Smads an die SBEs ist 
allerdings zu schwach, so dass der Komplex noch andere Transkriptionsfaktoren 
rekrutiert. Aktivierend wirken Koaktivatoren mit histone-acetyl-Transferase-Aktivität, 
inhibierend auf die Transkription wirken histone-deacetylase Aktivität beinhaltende 
Repressoren [Massague 2000]. Die anti-Smads 6 und 7 antagonisieren die Aktivität 
des Smad 2/3/4 Komplexs, in dem sie die Phosphorylierung von Smad 2 durch ALK5 
verhindern. Freies Smad 7 liegt im Nukleus vor und schützt die responsiven Gene vor 
Expression (Abbildung 3). Experimente mit Smad-defizienten Zellen oder mutierten 
ALK5 Rezeptoren zeigen, das TGF-β auch über einen Smad-unabhängigen Signalweg 
wirken kann. Zum heutigen Zeitpunkt ist jedoch noch nicht klar, über welche 
Schlüsselmoleküle diese Signale vermittelt werden. Zur Diskussion stehen 
MAP-Kinasen [Massague 2000] und die Aktivierung des Ras-Erk-pathways sowie 
PI3-Kinasen, JNK und Rho [Wakefield und Roberts 2002]. 
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Abbildung 3  TGF-β-signaling 
TGF-β wird aus dem „latenten Komplex“ freigesetzt, bindet an den heteromeren Rezeptor, der 
sich selbst phosphoryliert. ALK5 phosphoryliert danach Smad 2, das einen Komplex mit Smad 3 
und Smad 4 bildet. Das so entstandene Trimer wandert in den Nukleus, wo es an SBE bindet. 
Die Rekrutierung von Koaktivatoren mit HAT-Aktivität induziert die Ablesung der Zielgene, die 
Rekrutierung von HDAC-Aktivität aufweisenden Repressoren blockiert die Ablesung spezieller 
Gene. 
ALK: activin receptor like kinase, LAP: latency-associated peptide, LTBP: latent TGF-β binding 
protein, SBE: Smad binding elements, HAT: histone-acetyl transferase, HDAC: 
histone-deacetylase.  
Modifiziert nach [Li et al. 2006] 
 
 
1.7.2 Effekte von TGF-β auf das Immunsystem 
Aus immunologischer Sicht ist TGF-β eines der wichtigsten regulatorischen Zytokine, 
die den Organismus vor überschießenden Reaktionen gegenüber harmlosen oder 
körpereigenen Substanzen schützen [Sakaguchi et al 2004]. In der frühen Phase einer 
Entzündung wirkt TGF-β pro-inflammatorisch und initiiert die Gewebereparatur, in der 
späteren Phase wirkt es jedoch anti-inflammtorisch und immunsuppressiv, da eine 
länger andauernde Entzündung für den Organismus schädlich ist [Luethviksson und 
Gunnlaugsdottir 2003]. 
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Die wichtigsten Effekte von TGF-β auf Immunzellen sind: 
• Proliferationshemmung durch Inhibition der IL-2 Produktion [Kehrl et al. 1986] 
• Einschränkung der Entwicklung von CD4+-Zellen, d. h. weder Th1- noch 
Th2-Zellen bzw. deren Zytokine werden produziert 
• Nachträgliches Hemmen des TGF-signalings durch früh produziertes IFN-γ, 
welches die Expression von Smad 7 fördert [Ulloa et al. 1999] 
• Produktion des anti-inflammtorischen IL-10 und Unterbinden der Produktion von 
IL-12 [Geissmann et al. 1999] 
• Inhibition der zytotoxischen Eigenschaften wie Produktion von Perforin, 
Granzyme oder IFN-γ durch CD8+-Zellen [Bellone et al. 1995] 
• Induktion der Entwicklung von Tregs 




1.7.3 Die Rolle von TGF-β in der Pathophysiologie von Tumoren 
Tumore, die TGF-β produzieren oder umgebende Zellen zur TGF-β-Produktion 
anregen, sind in der Lage sich der Überwachung durch das Immunsystem zu 
entziehen. Im Anfangsstadium des Tumors hat TGF-β einen wachstumsinhibierenden 
Effekt auf die Tumorzelle. Durch verschiedene Mechanismen geht diese 
Ansprechbarkeit verloren. Diskutiert werden eine Mutation im TGFβRII sowie ein 
alternatives signaling über den Ras-pathway, der weniger stark wachstumshemmende 
Eigenschaften [Dernyck et al. 2001], sondern zum Teil sogar invasive Fähigkeiten 
vermittelt. 
 
Die Induktion von Tregs durch TGF-β spielt eine wichtige Rolle beim Fortschreiten des 
Tumorwachstums [Nishikawa et al. 2005]. TGF-β vermindert außerdem 
MHC-II-Expression auf Tumorzellen, die so weniger immunogen sind. 
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1.8 Fragestellung 
PDCs stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen angeborenem und adaptivem 
Immunsystem dar und können mittels CpG-DNA zur Synthese von antitumoral 
wirksamem IFN-α stimuliert werden, welches nachfolgende Immunantworten induziert. 
Eine lokale CpG-Therapie wäre daher z. B. bei gut abgrenzbaren Kopf- und 
Halstumoren eine denkbare therapeutische Intervention. Hartmann et al. konnten in 
Vorarbeiten zeigen, dass PDCs in Tumorgewebe von Kopf- und Halstumoren 
infiltrierten, aber dort nur eine eingeschränkte Kapazität zur IFN-α-Produktion nach 
CpG-Stimulation aufwiesen [Hartmann et al. 2003]. Als einen möglichen Grund 
konnten sie eine Abnahme der Rezeptorendichte von TLR 9 identifizieren. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob auch Mediatoren wie PGE2 und 
TGF-β, die im Rahmen von Tumorenerkrankungen vermehrt gebildet werden, eine 
ursächliche Rolle bei der Entstehung dieses beschriebenen Funktionsdefizits der 
tumorinfiltrierenden PDCs spielen.  
 
Zunächst sollte die Wirkung von PGE2 und TGF-β auf die Modulation der 
Zytokinsekretion, der Zellaktivierung sowie das Zellüberleben von PDCs bestimmt 
werden. Ferner galt es den Einfluss von PGE2 auf die migratorische Kapazität der 
PDCs zu analysieren. Darüber hinaus sollte der den beobachteten Effekten zugrunde 
liegende molekulare Mechanismus untersucht und daran beteiligte 
Signaltransduktionswege identifiziert werden. Der Schwerpunkt der Arbeit lag 
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2 Material und Methoden 
2.1 Geräte und Verbrauchsmaterial 
2.1.1 Geräte 
FACSCalibur     Fa. Becton Dickinson (San Jose, CA, USA) 
Lamin Air     Fa. Heraeus (Hanau, D) 
Brutschrank     Fa. Heraeus (Hanau, D) 
ELISA-Reader    Fa. Dynatech Laboratories(Guernsey, GB) 
Omnifuge 2 ORS    Fa. Heraeus (Hanau, D) 
Zentrifuge (5417 R)    Fa. Eppendorf (Hamburg, D) 
Mikroskop (Axiovert 25)   Fa. Zeiss (Jena, D) 
Waage (SBC 21)    Fa. Scaltec Instruments (Heiligenstadt, D) 
Waage (LP 6209)    Fa. Sartorius (Göttingen, D) 
Vortexer      Fa. Janke & Kunkel (Staufen, D)) 
MiniMACS     Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,D) 
pH-Meter     Fa. WTW (Weilheim, D) 
Thermocycler Modell T3   Fa. Biometra (Göttingen, D) 
UV FluoLink     Fa. Lourmat (Marne la Vallée, F) 
 
 
2.1.2 Chemikalien und Reagenzien 
11-deoxy-PGE1    Fa. Cayman Chemicals (Ann Arbor, USA) 
Bovines Serumalbumin (BSA)  Fa. Roth (Karlsruhe, D) 
Butaprost     Fa. Cayman Chemicals (Ann Arbor, USA) 
CD40L rekombinant    Fa. Apotech (Genf, CH) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 
EDTA (kristallin)     Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 
EDTA-Lösung 0,02%    Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 
FACSFlow     Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, D) 
FACSClean/ FACSRinse   Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, D) 
Fluo-3      Fa. Molecular Probes (Eugene, USA) 
Forskolin     Fa. Sigma-Aldrich, Fluka (Steinheim, D) 
Fura Red     Fa. Molecular Probes (Eugene, USA) 
Geneticin g-418 Sulfat   Fa. GibcoBRL (Paisley, GB)  
H-89      Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 
Heparin-Natrium     Fa. Braun (Melsungen, D) 
Indometacin     Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)  
Ionomycin     Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)  
0,9%ige Kochsalzlösung   Fa. Baxter (Höchstadt, D) 
Loxoribine      Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 
PharM Lyse-Reagenz   Fa. BD PharMingen (Heidelberg, D) 
Pluronic     Fa. Molecular Probes (Eugene, USA) 
Paraformaldehyd (PFA)   Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 
PMA      Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 
Prostaglandin E2    Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 
R848      Fa. InvivoGen (San Diego, USA) 
SB-431542     Fa. Sigma –Aldrich (Steinheim, D) 
Sulprostone     Fa. Sigma -Aldrich (Steinheim, D)  
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To-Pro-3-Jodid (Topro-3)   Fa. Molecular Probes (Eugene, USA), 
Invitrogen (Carlsbad, USA) 
Transforming-growth factor β1  Fa. Strathmann (Hamburg, D) 
Trypanblau     Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D) 




RNA-Isolation, cDNA-Synthese, PCR: 
RNeasy® Mini Kit    Fa. Qiagen (Hilden, D) 
ProtoScript® First Strand cDNA Kit  Fa. New England Biolabs (Frankfurt, D) 
Taq DNA-Polymerase   Fa. Fermentas (St.Leon-Rot, D) 
PCR Buffers     Fa. Fermentas (St.Leon-Rot, D) 
PCR Marker N3234G    Fa. New England Biolabs (Frankfurt, D) 
 
Zytokin-Bestimmung mittels ELISA/EIA: 
IFN-α ELISA     Fa. BenderMed Systems (Wien,Österreich) 
IL-6 ELISA     Fa. OptEIA PharMingen (San Diego,USA) 
IL-8 ELISA     Fa. OptEIA PharMingen (San Diego,USA) 
IL-12p40 ELISA    Fa. OptEIA PharMingen (San Diego,USA) 
IL-12p70 ELISA    Fa. OptEIA PharMingen (San Diego,USA) 
IL-10 ELISA     Fa. OptEIA PharMingen (San Diego,USA) 
TNF-α ELISA     Fa. Biosource (San Diego,USA) 
PGE2 EIA     Fa. Assay Designs (Ann Arbor,USA) 
TGF-β1 ELISA    Fa. OptEIA PharMingen (San Diego, USA) 
 
Zellisolation mittels MACS: 
BDCA-4 Cell Isolation Kit   Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,D) 
CD19 Beads     Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,D) 
 
 
2.1.4 Materialien für die Zellkultur 
RPMI 1640     Fa. Biochrom (Berlin, D) 
humanes AB-Serum    Fa. BioWhittaker (Wakersville, USA) 
fötales Kälberserum (FCS)   Fa. GibcoBRL (Paisley, GB) 
humanes Serumalbumin (HSA)  Fa. Bayer (Leverkusen, D) 
Biocoll Separationsmedium (Ficoll)  Fa. Biochrom (Berlin, D) 
Penicillin     Fa. PAA (Linz, A) 
Streptomycin     Fa. PAA (Linz, A) 
L-Glutamin     Fa. PAA (Linz, A) 
PBS (phosphate buffered saline)  Fa. PAA (Linz, A) 
 
Plastikmaterialien für die Zellkultur wurden von folgenden Firmen bezogen: 
 
Fa. Greiner (Frickenhausen, D) 
Fa. Falcon (Heidelberg, D) 
Fa. Becton Dickinson (Le Pont de Claix, F) 
Fa. Bibby Sterilin (Stone, Staffordshire, GB) 
Fa. Corning (Corning, USA) 
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2.1.5  Zytokine / Chemokine 
SDF-1      Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D) 
Interleukin-3     Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D) 
 
 
2.1.6 Medien und Puffer für die Zellkultur und Gelektrophorese 
RPMI-Vollmedium: 
RPMI 1640-Medium 
100 IU/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
1,5 mM L-Glutamin 
10 Vol% fötales Kälberserum oder  
2 Vol% autologes Serum oder 
2 Vol% AB-Serum 
 
MACS-Puffer: 
2mM EDTA (kristallin) 
0,5 Vol% BSA 
pH 7,2 in PBS (steril) 
 
TBE-Puffer: 
89 mM TRIS-Borat 
2 mM EDTA (kristallin) 
pH 8,3 in Aqua dest. 
 
10x binding Puffer: 
0,1 M Hepes 
1,4 M NaCl 
25 mM CaCl2 
FACS-Puffer: 
2 mM EDTA 






2.1.7 Antikörper gegen humane Oberflächenmoleküle und Zytokine 
Bezeichnung Spezifität Klon Fluoreszenz Hersteller 
Anti BDCA-2 BDCA-2 AC144 APC Miltenyi Biotech 
Anti CD123 CDw123 7G3 PE BD/ Pharmingen 
Anti CD40 CD40 5C3 FITC BD/ Pharmingen 
Anti CD80 CD80 L307.4 PE BD/ Pharmingen 
Anti CD83 CD83 HB15e FITC BD/ Pharmingen 
Anti CD86 CD86 2331 APC BD/ Pharmingen 
Anti HLA-DR HLA-DR L243 PerCP BD/ Pharmingen 





SK7 FITC BD/ Pharmingen 
Anti CXCR4 CXCR4  PE R&D Systems 
Anti CD154 CD154  FITC BD/ Pharmingen 
Anti CCR7 CCR7 3D12 APC Prof. Förster (gift)  
Annexin-V Phosphatidylserin  FITC BD/ Pharmingen 
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Die in der vorliegenden Arbeit benutzten ODN wurden teilweise freundlicherweise von 
der Fa. Coley Pharmaceuticals (Wellesley, USA) zur Verfügung gestellt bzw. bei der 
Fa. Metabion (Martinsried, D) bestellt.  
Die Präparation der hochkonzentrierten Vorratslösung erfolgt in TE-Puffer mit einer 
definierten Konzentration von 1000 µg/ml. Weitere Verdünnungsschritte werden mit 
PBS durchgeführt, die Lagerung der Aliquots erfolgt bei -20°C. Die Konzentration der 
eingesetzten ODN in dieser Arbeit beträgt 3 µg/ml, wenn nicht ausdrücklich anders 
erwähnt. Vor dem Einsatz in der Zellkultur wurden alle ODN auf die Abwesenheit von 
Endotoxin getestet. Eine sensitive Methode ist die intrazelluläre Bestimmung von 
TNF-α in Monozyten. Diese Zellpopulation reagiert bereits auf kleinste Mengen 
Endotoxin. 
 
Bezeichnung Nukleotidsequenz (5´->3´) 
 
ODN 2006 TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT  
ODN 2216 GGgggacgatcgtcGGGGGg   
ODN M362 TCGTCGTCGTTCGAACGACGTTGAT 
Tabelle 3 Verwendete Oligodesoxynukleotide  
Palindrome sind unterstrichen. Großbuchstaben kennzeichnen Phosphorothioat-Bindungen, 
kleine Buchstaben Phosphodiester-Bindungen. 
 
 
2.2 Immunologische Methoden 
2.2.1 Zellisolation  
Die in dieser Arbeit untersuchte Zellpopulation der plasmazytoiden dendritischen Zellen 
wurde ausschliesslich unter sterilen Bedingungen aus dem Spenderblut gesunder 
Probanden gewonnen. Hierzu wurde den Spendern in der Regel ein Blutvolumen von 
100 - 200 ml Vollblut abgenommen, das sofort heparinisiert wurde. 
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Das der Isolation von PDCs zugrunde liegende Prinzip ist eine Dichtezentrifugation, bei 
der mittels Ficoll periphere mononukleäre Zellen (peripheral blood mononuclear cells, 
PBMC) gewonnen werden. Die Isolation erfolgte über ein Leukosept-Röhrchen, das mit 
ca. 15 ml Raumtemperatur warmem Ficoll gefüllt war. Über der Ficoll-Schicht befand 
sich eine Trennschicht aus Schaumgummi, die die zu isolierenden Zellen zuverlässig 
vor dem zytotoxischen Ficoll schützte. Auf diese Schaumgummischicht wurden 
vorsichtig 25 ml Blut gegeben und zentrifugiert (1900 rpm, 15 min, 20°C, 
Beschleunigung 1, Bremse 1). Nach der Zentrifugation befand sich unterhalb des 
Schaumgummis ein Gemisch aus Ficoll und Erythrozyten. In dem darüber befindlichen 
Plasma hat sich durch die Zentrifugation ein Ring aus mononukleären Zellen gebildet. 
Dieser Ring wurde vorsichtig abgenommen und in neue, sterile Röhrchen (blue caps) 
überführt. Zum Verdünnen wurde mit isotonischer NaCl-Lösung auf ein Volumen von 
50 ml aufgefüllt. Eine erneute Zentrifugation (1600 rpm, 15 min, 20°C, 
Beschleunigung 1 und Bremse 1) ließ alle mononukleären Zellen als ein Zellpellet auf 
dem Boden der blue caps erkennen. Diese Pellets wurden vorsichtig resuspendiert und 
in ein neues blue cap gepoolt. Die nächste Zentrifugation (1000 rpm, 10 min, 20°C, 
Beschleunigung 6 und Bremse 6) führte zur Abtrennung der Thrombozyten. Die so 
erhaltene Zellpopulation wurde mit Erylysepuffer behandelt. Dazu wurden die Zellen für 
5 Minuten in 5 ml Erylysepuffer resuspendiert und bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Anschließend wurde mit 15 ml NaCl gewaschen und die Zellen in 
20 ml NaCl aufgenommen. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die PBMC mit 
Trypanblau im Verhältnis 1:20 verdünnt und in einer Neubauer-Kammer gezählt. Es 
wurden nur lebende, nicht blau erscheinende, Zellen berücksichtigt. 
 
Die Isolation der PDCs erfolgte über eine Markierung mit Microbeads, die an BDCA-4 
(Neuropilin-1) binden, ein Oberflächenmolekül, das ausschließlich von PDCs exprimiert 
wird. Zu diesem Zweck wurde die PBMC Fraktion mit 50 µl/100 Mio. Zellen mit 
BDCA-4-Beads und FcR-Blocking-Reagenz versetzt. Resuspendiert wurde im 
dreifachen Volumen MACS-Puffer. Die Mischung wurde bei 4°C für 15 Minuten 
inkubiert und anschließend in MACS-Puffer gewaschen und resuspendiert. Diese 
Zellsuspension wurde nun auf eine vorher mit MACS-Puffer befeuchtete LS-Säule 
aufgebracht, die sich in einem magnetischen Feld befand. Über paramagnetische 
Wechselwirkungen wurden nun nur die Zellen zurückgehalten, die mit Microbeads 
markiert waren. Ein zweimaliges Spülen mit 7 ml MACS-Puffer entfernte alle nicht 
markierten Zellen aus der Säule. Mit einem Stempel wurden nun die markierten Zellen 
aus der Säulematrix gepresst und in einem blue cap aufgefangen. Diese Art der 
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Isolation nennt man Positiv-Selektion. Im Gegensatz dazu bezeichnet die 
Negativ-Selektion den Ausschluss einer markierten Zellpopulation. 
Zur weiteren Aufreinigung wurden diese enriched PDCs abzentrifugiert und in einem 
Volumen von 3 ml MACS-Puffer aufgenommen. Die Aufreingung erfolgte auf der 
kleineren, feineren MS-Säule. Ein zweimaliges Spülen mit 1 ml MACS-Puffer erhöhte 
die Reinheit nochmals. Die in der Säule verbliebenen PDCs wurden auch hier mit 
einem Stempel durchgedrückt. Die so erhaltene Population wies eine Reinheit von im 
Mittel >95% auf. 
 
 
Abbildung 4   Schema der PDC-Isolation aus Vollblut 
 
Die Isolation von PDCs ist ein relativ kritisches Verfahren, weil es sich um eine sehr 
empfindliche und selten vorkommende Subpopulation handelt. Die Isolation sollte 




Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei einer konstanten Temperatur 
von 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2. Sämtliche Experimente fanden unter 
sterilen Bedingungen und Laminar-air flow statt. Zur Kultivierung von PDCs wurde 
RPMI-Medium mit einem 2%-igen Zusatz von autologem Serum verwendet. Dieses 
wurde mittels eines Serumröhrchens (enthält Silica-Partikel, die durch die Erhöhung 
der Oberfläche die Gerinnung beschleunigen) vom jeweiligen Spender gewonnen. Die 
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Zentrifugation (3000 rpm, 20°C, 10 min) sorgte für die Abtrennung von Erythrozyten. 
Das so erhaltene Serum wurde für mindestens 30 Minuten bei 56°C hitzeinaktiviert. 
Wenn nicht anders angegeben erfolgte in der Kultur außerdem immer ein Zusatz von 
10 ng/ml IL-3, dem notwendigen Wachstumszytokin für die PDC. Wenn nichts anderes 
angegeben ist, wurden jeweils 25.000 PDC/200µl in einer 96-well Rundbodenplatte 
kultiviert. Die mit „Medium“ in den Abbildungen beschrifteten Balken zeigen (je nach 
Legende) CpG- oder nicht CpG-stimulierte PDCs in Medium. 
 
 
2.2.3 Kultivierung von Zelllinien 
2.2.3.1 CD40-Ligand-Zelllinie 
Bei den verwendeten CD40L-tragenden Zelllinien handelt es sich um transfizierte baby 
hamster kidney (BHK) Zellen. Die Kontrollzelllinie ist mit demselbem Plasmid 
transfiziert, allerdings ohne das CD40L cDNA-Insert und ist Neomycin-resistent. Beide 
Zelllinien wurden freundlicherweise von Prof. Engelmann (Universität München) zur 
Verfügung gestellt und wurden regelmäßig auf Mykoplasmen getestet. Die Kultivierung 
erfolgte in 20 ml Kulturflaschen mit 10 ml RPMI-Vollmedium unter dem Zusatz von 
10% FCS. Die Zelllinien wurden regelmäßig gesplittet und standen permanent unter 
dem Selektionsdruck von 200 µg/ml G418. Um weitere Zellteilungen zu verhindern, 
wurden die BHK-Zellen vor dem Einsatz in der Zellkultur mit 0,7 J/cm2 UV-Strahlen 
inaktiviert. 
 
Bei der LTK-Zelllinie handelt es sich um eine Maus-Fibroblasten-Zelllinie, die mit einem 
Expressionsvektor für den humanen CD40-Liganden stabil transfiziert wurde. Sie 
wurde freundlicherweise von Martin Schlee (GSF, München) zur Verfügung gestellt. 
Die Kultivierung erfolgte mit 10% FCS-Medium in 10 ml Kulturflaschen, ohne 
Selektionsdruck.  
 
Beide Zelllinien wurden in der Zellkultur im Verhältnis 1:5 eingesetzt.  
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2.2.3.2 FADU- und PCI-Zelllinie 
Die beiden HNO-Karzinomzelllinien wurden freundlicherweise von Olivier Gires 
(HNO-Klinik Großhadern, München) zur Verfügung gestellt. Die Kultivierung fand in 
20 ml Kulturflaschen mit 10% FCS RPMI-Medium statt. Die Abnahme der Überstände 
erfolgte nach 48 Stunden Kultivierung. Teilweise wurden die Zelllinien mit dem 
COX-Inhibitor Indometacin behandelt. Diese Behandlung erfolgte in der Konzentration 
von 1 µM Indometacin über 48 Stunden Kultivierung im Brutschrank. Die Überstände 




Zur Untersuchung der Migration von PDCs auf das Chemokin SDF-1 wurde ein 
transwell assay durchgeführt. 50.000 frisch isolierte PDCs wurden in einem Volumen 
von 150 µl mit 1% AB-Medium und mit oder ohne 50 µl 1 µM PGE2 über zwei Stunden 
im Brutschrank präinkubiert. Es erfolgte weder eine Zugabe von IL-3 noch von 
CpG-DNA. Danach wurden die Zellen in transwell-Einsätze eingebracht, in deren 
unteren Kompartimenten sich 600 µl AB-Medium und das Chemokin SDF-1 
(100 ng/ml) befanden. Die Migration erfolgte im Brutschrank innerhalb von 
zwei Stunden durch eine Polycarbonatmembran mit der Porengröße 0,5 µm (Fa. 




2.2.5.1 Allgemeines Funktionsprinzip 
Die Durchflusszytometrie mittels eines fluorescence-activated-cell-sorters (FACS) 
bietet die Möglichkeit - im Gegensatz zur klassischen Mikroskopie - mehrere optische 
Eigenschaften von Zellen mit hoher Durchsatzrate zu analysieren. Die 
Messgeschwindigkeit des verwendeten BD FACSCalibur® beträgt 4000 Zellen pro 
Sekunde, in der vorliegenden Arbeit wurden max. 400 Zellen pro Sekunde gemessen. 
Bestimmbare Parameter sind unter anderem die relative Größe, Granularität und die 
Identifizierung bestimmter Oberflächenmoleküle. Dazu werden die zu untersuchenden 
Zellen mit einem an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikörper gegen ein 
bestimmtes Oberflächenantigen markiert und über einen laminaren Probenstrom 
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einzeln von einem Laser erfasst. Aufgrund der Beschaffenheit einer Zelle (Größe, 
Granularität) wird der Laserstrahl in einer bestimmten Art und Weise gebeugt bzw. 
gebrochen. Das Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC) entspricht der Lichtbeugung, 
ist proportional zur Zellgröße und wird entlang der Achse des einfallenden Lichtes 
gemessen. Das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) entspricht hingegen der 
Lichtbrechung und Reflexion und gibt Informationen über die Zellkomplexität oder –
granularität. Es wird im 90°-Winkel zum einfallenden Licht gemessen. Diese beiden 
Parameter dienen dazu eine bestimmte Zellpopulation auszuwählen und sie anhand 
spezifischerer Fluoreszenzeigenschaften näher zu charakterisieren. Beim hier 
verwendeten BD FACSCalibur® können bis zu vier verschiedene Farbstoffe über zwei 
Laser vermessen werden. Das Fluorochrom des verwendeten Farbstoffs adsorbiert die 
Energie des Laserlichtes und gibt die absorbierte Energie in Form von Photonen 
größerer Wellenlänge (=geringerer Energie) wieder frei. Die entstandene Fluoreszenz 
ist proportional zur Anzahl der gebundenen Fluorochrommoleküle und gibt somit 
Aufschluss über die untersuchten Oberflächenmarker. Als Kriterium der Rezeptordichte 
wird die durchschnittliche Fluoreszenzintensität (mean fluorescence intensity = MFI) 
herangezogen. Die gleichzeitige Bestimmung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe 
führt häufig zu spektralen Überlappungen benachbarter Detektoren, die über die 
sogenannte „Kompensation“ so gering wie möglich gehalten werden muss, da es sonst 
zu falsch positiven Signalen kommt.  
 
Fluoreszenzfarbstoff Exzitation Emission 
FITC (Fluorescein-Isothiocyanat) 494 nm 518 nm 
PE (Phycoerythrin) 565 nm 575 nm 
APC (Allophycocyanin) 650 nm 660 nm 
PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) 488 nm 675 nm 
Tabelle 4 Übersicht über die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe 
 
 
2.2.5.2 Reinheit der plasmazytoiden dendritischen Zelle 
Zur durchflußzytometrischen Identifizierung von Oberflächenantigenen wurden 
105 Zellen in einem FACS-Röhrchen abzentrifugiert (1300 rpm, 6 min, 
Beschleunigung 6, Bremse 6) und in 50 µl MACS-Puffer resuspendiert. Die 
fluoreszenzmarkierten Antikörper (1-1,5 µl pro Farbstoff) wurden für fünf Minuten unter 
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Lichtausschluss bei Raumtemperatur mit den Zellen inkubiert. Danach wurde mit 3 ml 
MACS-Puffer gewaschen und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. 
 
PDCs wurden als lineage-, CD123high, HLA-DR+++ und CD11c- identifiziert. 
 
Abbildung 5  FACS-Analyse der Reinheit isolierter PDCs 
 
 
2.2.5.3 Annexin-Färbung zum Ausschluss apoptotischer Zellen 
Um zu zeigen, dass weder PGE2 noch TGF-β in den verwendeten Konzentrationen 
Apoptose in PDCs auslösen, wurde eine Annexin-V-Färbung durchgeführt. 
Phosphatidylserin (PS) findet sich normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran 
lebender Zellen. Während der Apoptose transloziert PS auf die Außenseite der 
Membran. Dort kann es von Annexin-V gebunden werden. Annexin-V ist ein 
Ca2+-abhängiges, Phospholipid-bindendes Protein mit hoher Affinität für PS. Durch 
diese Markierung von Annexin-V-FITC an PS kann man apoptotische Zellen 
durchflusszytometrisch identifizieren. 
 
Für die Messung wurden 35.000 PDCs gewaschen, in FACS-Puffer resuspendiert und 
mit CD123 PE und HLA-DR PerCp gefärbt. Danach wurde mit reinem PBS gewaschen. 
Die Resuspendierung erfolgte in einfach binding buffer (50 µl für 100.000 Zellen) 
danach die Markierung mit 2 µl Annexin-V-FITC. Die zwanzigminütige Inkubation fand 
unter Lichtausschluss statt. Danach wurde gewaschen und in binding buffer zu einem 
Endvolumen von 200 µl resuspendiert. Zum Schluss wurde noch Topro-3 (4 µl/200 µl) 
kurz vor der FACS-Messung zugegeben. Die Messung musste innerhalb einer Stunde 
nach Färbung erfolgen. Topro-3 (früher Molecular Probes, jetzt Invitrogen) ist ein 
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Farbstoff auf Carbocyanin-Basis, der ausschließlich Nuklei toter Zellen anfärbt, da 




Tabelle 5 Annexin-Färbung zum Ausschluss apoptotischer Zellen 
35.000 PDCs werden mit PGE2 und TGF-β über 4 Stunden präinkubiert und mit CpG-B 2006 
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2.2.5.4 Intrazelluläre Calcium-Messung 
Die Änderungen intrazellulärer Calcium-Konzentrationen werden mit Hilfe 
Ca2+-sensitiver Farbstoffe detektiert. Diese Farbstoffe ändern ihre 
Fluoreszenzeigenschaften bei der Bindung von Ca2+. In dieser Arbeit wurden zwei 
Farbstoffe verwendet, die gegenläufig auf Ca2+ reagieren und Fluoreszenzlicht bei 
deutlich unterschiedlichen Wellenlängen emittieren. Es handelt sich um Fluo-3-AM und 
FuraRed. Beide Farbstoffe liegen als membrangängige Acetoxymethylester vor und 
gelangen so in die Zelle. Intrazellulär spalten Esterasen die Acetoxymethyl-Gruppe ab, 
wodurch der Farbstoff in der Zelle kumuliert. Die beiden Farbstoffe wurden mit Hilfe 
des Lösungsvermittlers Pluronic mit 100.000 PDCs im Brutschrank für 45 Minuten 
inkubiert. Folgende Konzentrationen wurden eingesetzt: 
 
• FuraRed : 10 µg /ml  
• Fluo-3 : 4 µg /ml 
• Pluronic detergent : 0,02 % Endkonzentration  
 
Danach wurde gewaschen und die Zellen unter Lichtauschluss per FACS vermessen. 
FuraRed reagiert auf eine Zunahme der Ca2+-Konzentration mit einer Abnahme der 
Fluoreszenzintensität, während dies bei Fluo-3 zu einer Fluoreszenzzunahme führt. 
Die Ratio aus diesen beiden Werten ergibt die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI). Als 
Positivkontrolle und Maximal-Stimulus diente Ionomycin in einer Konzentration von 
1 µg/ml. Ionomycin ist ein Calciumionophor, das durch die Ausbildung 
calciumselektiver Poren den Einstrom von Calcium aus dem Extrazellularraum und den 
intrazellulären Speichern in das Zytosol vermittelt. 
 
 
2.2.6 Zytokinquantifizierung per ELISA 
Die Quantifizierung von im Überstand enthaltenen Zytokinen erfolgte per ELISA. Bei 
dieser sehr schnell durchzuführenden und ausreichend sensitiven Methode, bedient 
man sich eines Enzyms als Marker für die enthaltene Konzentration an bestimmten 
Zytokinen. Exemplarisch wird hier die Bestimmung von IFN-α in Kulturüberständen 
beschrieben. 
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Im ersten Schritt wurden die Platten über Nacht mit einem Erstantikörper beschichtet. 
Dieser wurde am nächsten Morgen abgewaschen und restliche freie 
Proteinbindungsstellen mit BSA-enthaltenem PBS für zwei Stunden abgeblockt. Die 
abgenommenen Kulturüberstände wurden adäquat mit Probenpuffer verdünnt und 
aufgetragen. Eine ebenfalls aufgetragene Standardreihe enthielt definierte 
Konzentrationen des zu bestimmenden Zytokins. Zeitgleich wurde 
Meerettich-Peroxidase (horseradish peroxidase = HRP) hinzu gegeben, die das zu 
bestimmende Protein an einem anderen Epitop bindet. In der folgenden zweistündigen 
Inkubation erfolgte eine Adsorption des Proteins an den Erstantikörper und eine 
Konjugation an das HRP-Enzym. Nach drei Waschschritten fügte man Substrat hinzu, 
hier 3,3,5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB). Die colorimetrische Reaktion muss durch 
Schwefelsäure (2N) gestoppt werden, danach misst man das bis zu diesem Zeitpunkt 
gebildete Produkt mit einem ELISA-Reader. Die Farbintensität des Produktes ist 
proportional zur in der Probe enthaltenen Proteinmenge und kann über die 
Standardreihe genau bestimmt werden. 
 
 
2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Extraktion zytoplasmatischer RNA 
Zur Extraktion zytoplasmatischer RNA aus PDCs wurde das RNeasy® Mini Kit von 
Quiagen verwendet. Dabei wurden bis zu 5x106 PDCs in 350 µl Lysepuffer 
aufgenommen und homogenisiert, um Zellaggregate zu zerstören, die Viskosität der 
Lysate zu vermindern und RNasen zu zerstören. Danach wurde das gleiche Volumen 
an 70%-igem Ethanol hinzugegeben, um eine optimale Bindung an die Silicagel-Säule 
zu ermöglichen. Das Gemisch wurde nun auf dieseSilicagel-Säule aufgebracht. Dann 
wurde 15 Sekunden bei 8000g zentrifugiert. Da nur Nukleinsäuren in der Säule hängen 
bleiben, wurde der Durchfluß verworfen. Nachfolgend wurde die möglicherweise noch 
vorhandene DNA mit 70 µl DNase (Quiagen) für 15 Minuten bei RT verdaut. Um die 
verdaute DNA sowie DNase zu entfernen, wurde mit jeweils 500 µl zwei verschiedener 
Waschpuffer je 15 Sekunden bei 8000g zentrifugiert. Abschließend wurde nochmals 
mit 500 µl Waschpuffer für zwei Minuten bei 8000g zentrifugiert. Um die RNA zu 
eluieren wurden 30 µl RNA-freies Wasser auf die Säule gegeben, es folgte eine 
einminütige Zentrifugation bei 8000g. Die so erhaltene RNA wurde bei -20°C gelagert. 
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2.3.2 Reverse Transkription und cDNA-Synthese 
Um in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert werden zu können, musste die 
gewonnene RNA revers transkribiert und in copy-DNA (cDNA) umgeschrieben werden. 
Dazu wurde das ProtoScript® First Strand cDNA Synthese Kit von New England 
Biolabs verwendet. Hierbei wurden zwischen 1 ng-2 µg RNA (1-10 µl) mit 2 µl 
dT23 Primer (50 µM) und 4 µl eines dNTP Mixes (2,5 mM) ggf. mit destilliertem Wasser 
auf ein Volumen von 16 µl aufgefüllt und für fünf Minuten bei 70°C erhitzt. Nachfolgend 
wurde der Reaktionsansatz mit 2 µl 10xReaktionspuffer, 1 µl RNase Inhibitor (2 U/µl) 
und 1 µl Reverser Transkriptase (25 U/µl) versetzt und bei 42°C eine Stunde inkubiert. 
Abschließend folgte eine fünfminütige Inaktivierung des Enzyms bei 95°C. Der Ansatz 
kann zu einem Endvolumen von 50 µl mit destilliertem Wasser verdünnt werden und 
die so erhaltene cDNA als Ausgangsmatrize für eine PCR dienen. 
 
 
2.3.3 Polymerasekettenreaktion  
Bei der Polymerase-Kettenreaktion bedient man sich eines Verfahrens, das 
vorliegende DNA über mehrere Zyklen mit Hilfe eines Enzyms vervielfältigen kann. Das 
zu amplifizierende DNA-Stück wird als template bezeichnet. Eine Standard-PCR kann 
bis zu 3000 Basenpaare lange DNA-Fragmente kopieren.  
Folgende Komponenten benötigt man für eine PCR: 
Original-DNA: enthält das zu amplifizierende Stück  
zwei Primer: grenzen auf der Start-DNA das zu amplifizierende Fragment ein 
Nukleotide: Bausteine für die neuen DNA-Stränge 
DNA-Polymerase: synthetisiert den neuen DNA-Strang, Taq-Polymerase, thermostabil 
Mg2+-Ionen: essentiell für die Funktion der Polymerase 
Pufferlösungen: schafft optimales Milieu für die Polymerase  
Der Ablauf einer PCR gliedert sich in mehrere Schritte, die in einem Thermocycler 
ablaufen. Das ist ein Gerät, bei dem man jede beliebige Temperatur sehr exakt und in 
zeitlicher Abfolge einstellen kann.  
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1. Denaturierung 
Die doppelsträngige DNA wird bei 95°C aufgeschmolzen und trennt sich in zwei 
Einzelstränge. Zu Beginn des ersten Zyklusses wird länger auf 95°C erhitzt, um 
sicherzustellen, dass sich sämtliche Stränge bzw. Primer getrennt haben. 
 
2. Annealing 
Nach dem Auftrennen der Stränge wird die Temperatur gesenkt, so dass sich die 
Primer an die Einzelstränge anlagern können. Die gewählte Temperatur ist abhängig 
vom Schmelzpunkt der Primer und liegt ca. zwischen 50 - 65 °C. Eine falsche 
Temperatur führt dazu, dass der Primer nicht (Temperatur zu hoch) oder an der 
falschen Stelle bzw. unspezifisch (Temperatur zu niedrig) bindet. 
 
3. Elongation 
Die Temperatur steigt auf 72°C, dem optimalen Arbeitsbereich der Taq-Polymerase. 
Die Polymerase synthetisiert nun ausgehend von den Primerpaaren den 
komplementären Strang. 
 
Das so entstandene DNA-Fragment kann in darauffolgenden Schritten auch als 
Matrize verwendet werden. Es kommt so zu einer exponentiellen Vermehrung der 
entsprechenden Produkte. Die oben genannten Zyklen werden ca. dreißig Mal 
wiederholt, dann folgt eine abschließende zehnminütige Elongation, damit alle 





10xBuffer (mit (NH4)2 SO4,ohne MgCl) 2,5    
MgCl 1,5    
dNTP 10mM  0,5    
forward Primer (1:10 in Aqua dest.) 1,25  
reverse Primer (1:10 in Aqua dest.) 1,25  
cDNA  5,0   
Taq Polymerase 0,5    
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Primer Sequenz (5´->3´) Annealingtemp. 
EP1F ATCTGCTGGAGGCCAATGCTGGTGT 65°C 
EP1R TCGTTGGGCCTCTGGTTGTGCTT  
EP2F GCTGCTGCTTCTCATTGTCTCG 62°C 
EP2R TCCGACAACAGAGGACTGAACG  
EP3F GGACTAGCTCTTCGCATAACTG 56°C 
EP3R GCAGTGCTCAACTGATGTCTG  
EP4F GTCATCTTACTCATTGCCACC 56°C 
EP4R CTCTATTGCTTTACTCAGCACTG  
Tabelle 6 Verwendete Primer, deren Sequenz und die ermittelte optimale 
Annealingtemperatur 
F (forward) bezeichnet den Vorwärtsprimer, R (reverse) den Rückwärtsprimer,                 
Metabion (Martinsried, D) 
Standard-Programm für alle EP-Rezeptoren: 
Denaturierung: 94°C 5min 
Zyklus 30 x: 94°C   40s 
 versch. 1min 
 72°C 1min 
Endelongation: 72°C 10min 
Lagerung: 4°C endlos 
 
Die erwarteten Produktgrößen in Basenpaaren (bp): 
EP1:  309 bp 
EP2:  392 bp 
EP3:  293 bp 




Zur Größenbestimmung der erhaltenen DNA-PCR-Produkte bedient man sich der 
Gelelektrophorese. Hierbei wird an ein Gel ein elektrisches Feld angelegt, das die 
geladenen Teilchen zur Wanderung anregt. Da DNA negativ geladen ist, wandert sie 
zur Anode. Das Prinzip der Größentrennung beruht darauf, dass kleine Teilchen 
schneller durch die Poren im Gel wandern können.  
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Hier wurde ein 1%-iges Agarosegel verwendet, wobei 1 g Agarose mit 100 ml 
1xTBE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht wurde. Nach dem Abkühlen und der 
Zugabe von 5 µl Ethidiumbromid wurde die Mischung in einen Plexiglas-Gelschlitten 
gegossen und mit einem Kamm versehen. Dieser Kamm bildet Probentaschen im Gel. 
Das fertige, auspolymerisierte Gel wurde nun in eine Gelkammer eingebracht und mit 
ausreichend 1xTBE-Puffer überschichtet. Die Proben wurden nun mit 4 µl 6xLadepuffer 
versehen und in die Geltaschen pipettiert. Der Ladepuffer enthält den Farbstoff 
Bromphenolblau, der es erlaubt, das Fortschreiten der Elektrophorese optisch 
abzuschätzen. Außerdem enthält er Glycerin, das aufgrund der höheren Dichte als 
Wasser das Absinken der Proben in die Geltaschen erleichtert. Zusätzlich benötigte 
man noch einen Marker, der eine Mischung verschieden großer DNA-Fragmente 
enthält. Danach wurde eine elektrische Spannung von 100 Volt angelegt. Sind die 
Fragmente ausreichend aufgetrennt, wird das Gel unter UV-Licht betrachtet. Da das 
verwendete Ethidiumbromid in die DNA interkaliert hat, kann man die Auftrennung 
optisch wahrnehmen. Durch Vergleich der Laufhöhen von Proben und Marker kann 
man auf die Länge der Proben-DNA-Stränge schließen. Die Dokumentation erfolgte 
per Digitalkamera unter UV-Licht. 
 
 
2.4 Statistische Analyse 
Bei multiplen Versuchen sind die Ergebnisse als arithmetisches Mittel angegeben, die 
Streuung der Werte um den Mittelwert wurde über die Mittelabweichung bestimmt. Um 
die statistische Signifikanz einzelner Untersuchungsergebnisse zu bestimmen, wurde 
der zweiseitige Student-t-Test für paarige Stichproben angewendet. Statistische 
Signifikanz wurde bei p-Werten < 0,05 angenommen und mit * gekennzeichnet, bei 




• Die Ergebnisse der FACS-Analysen wurden mit dem Programm CellQuest 4.0 
(BD Pharmingen, D) ausgewertet. 
• Die rechnerische Auswertung sowie die graphische Darstellung erfolgte mit 
Hilfe der Programme Microsoft Excel und Microsoft PowerPoint (Microsoft 
Corporation, USA). 
 





3 Ergebnisse  
3.1 Überstände der Zelllinien FADU und PCI inhibieren die 
IFN-α Produktion  
Hartmann et al. [Hartmann et al. 2003] konnten zeigen, dass plasmazytoide 
dendritische Zellen in Tumorgewebe von Kopf- und Halstumoren infiltirieren können, 
ihre Stimulierbarkeit jedoch im Tumorgewebe vermindert ist. Dadurch ist die Produktion 
von IFN-α durch diese PDCs eingeschränkt. Da in der betreffenden Arbeit die PDCs 
mit CpG-DNA stimuliert wurden, konnte letzterer Befund zumindest teilweise durch 
eine verminderte Expression von Toll-like Rezeptor 9 erklärt werden. In der 
vorliegenden Arbeit wurde die weiterführende Frage bearbeitet, ob zusätzlich zur 
verminderten TLR 9-Expression auch von Tumoren freigesetzte Mediatoren zu der 
reduzierten IFN-α-Produktion beitragen könnten.  
 
Zu diesem Zweck wurden zunächst PDCs mit Zellkulturüberständen von Kopf-und 
Halstumoren präinkubiert und anschließend mit CpG-DNA stimuliert. Für das in 
Abbildung 6 gezeigte Experiment wurden die Zelllinien FADU und PCI verwendet, da 
von diesen Zelllinien bereits bekannt war, dass sie Prostaglandin E2 sezernieren 
können. Dies konnte in der ELISA-Analyse des Zellkulturüberstandes bestätigt werden. 
Der PGE2-Gehalt der FADU-Zelllinie betrug zum Untersuchungszeitpunkt 40 pg/ml, 
dies entspricht 113 picomolar; die PCI-Zelllinie wies einen Gehalt von 1470 pg/ml auf, 
entsprechend 4 nanomolar. IL-10 und TGF-β konnten in den Überständen nicht 
detektiert werden. 
 
In Vorversuchen zeigte sich, dass eine Präinkubation mit PGE2 über vier Stunden die 
maximale Inhibition der IFN-α-Produktion bedingte. Wie in Abbildung 6 dargestellt, 
führte die Präinkubation der PDCs mit den auf den PGE2-Gehalt untersuchten 
Tumorzelllinienüberständen der FADU- bzw. PCI-Zelllinie zu einer Abnahme der 
IFN-α-Produktion nach CpG-Stimulation. 
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Abbildung 6 Überstände der FADU-und PCI-Zelllinie hemmen die IFN-α 
Produktion in PDCs 
PDCs (25.000/100µl) wurden mit jeweils 100 µl Überstand der jeweiligen Zelllinie inkubiert. Auf 
eine vierstündige Präinkubation folgte eine 24-stündige Stimulation mit ODN 2216. Die 
Überstände wurden per ELISA auf ihren IFN-α Gehalt untersucht. Das Diagramm zeigt ein 
Experiment mit 3 Spendern und der dazugehörigen Mittelabweichung. 
 
Zusätzlich zu diesen Experimenten wurden Überstände von primären Kopf- und 
Halstumoren, die freundlicherweise von der Universitätsklinik Lübeck 
(Prof. B. Wollenberg) zur Verfügung gestellt wurden, auf den Gehalt von PGE2, TGF-β 
und IL-10 untersucht. Diese Überstände wiesen bereits nach 12 Stunden Inkubation in 
Medium sowohl hohe PGE2- als auch IL-10-Spiegel auf. Die Freisetzung von TGF-β 
erfolgte nach 48 Stunden Inkubation. Eine Inkubation von PBMC mit diesen 
Tumorüberständen zeigte, wie erwartet, eine starke Reduktion der IFN-α-Freisetzung 
(Daten nicht gezeigt). 
 
 
3.2 Einfluss des COX-Inhibitors Indometacin 
Um die Rolle des tumorsezernierten PGE2 besser zu definieren zu können, wurde im 
folgenden Experiment die PGE2-Sekretion der Tumorzelllinien durch eine 
COX-Hemmung inhibiert. Das nicht-steriodale Antirheumatikum Indometacin hemmt 
reversibel die COX-1/ 2 und somit die Produktion von PGE2. 
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Abbildung 7 Indometacin kann den PGE2-inhibitorischen Effekt 
antagonisieren 
PDCs (25.000/100µl) wurden jeweils mit den Überständen von mit und ohne Indometacin 
behandelten Tumorüberständen (100µl) für vier Stunden präinkubiert und dann mit ODN 2216 
für 24 Stunden stimuliert. Die Überstände wurden per ELISA auf ihren IFN-α Gehalt untersucht. 
Das Diagramm zeigt unabhängige Versuche mit drei Spendern und der dazugehörigen 
Mittelabweichung.  
 
Mit Indometacin inkubierte Überstände der Zelllinie PCI zeigten einen deutlichen 
Anstieg der IFN-α-Produktion. Der COX-Einfluss auf Überstände der FADU-Zelllinie 
war nur beschränkt. Die Untersuchung des im Kulturüberstand enthaltenen PGE2 
zeigte, dass Indometacin in der PCI-Zelllinie die PGE2-Produktion inhibierte.  
 
Bezeichnung PGE2 (pg/ml) 
PCI 1470 
PCI 1µM Indo 76 
FADU 39 
FADU 1µM Indo 34 
  
Tabelle 7 PGE2-Gehalt der PCI- und FADU- Zelllinie 
 
Interessanterweise wurden bei der Inkubation von PDCs mit den 
Indometacin-Kontrollen (Indometacin 1 µM über 48 Stunden im Inkubator, keine 
Zelllinie) höhere IFN-α-Werte als mit CpG-stimulierten PDCs alleine gemessen. Dies 
konnte ein Hinweis darauf sein, dass die PDC autokrin PGE2 produzieren kann. Eine 
daraufhin durchgeführte mRNA-Analyse (T. Giese, Heidelberg) bestätigte die Existenz 
von COX-2 in der PDC und unterstützt somit diese Vermutung. Auch wiesen 
Überstände von 100.000 unstimulierten PDCs eine PGE2-Sekretion von 56 pg/ml auf, 
während in CpG-B-stimulierten PDCs ein gesteigerter PGE2-Spiegel von 86 pg/ml 
messbar war. 
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Ergänzend wurden vier weitere HNO-Karzinomzelllinien (Universitätsklinikum Lübeck, 
Prof. B. Wollenberg) untersucht, die mit und ohne Acetylsalicylsäure (ASS) 
vorbehandelt worden waren (Tabelle 8). Die Analyse der Überstände mittels 
PGE2-ELISA zeigte ebenfalls eine verminderte Produktion von PGE2 bei den 
ASS-behandelten Zelllinien.  
 
Tabelle 8 Gehalt an PGE2, TGF-β1 und IL-10 verschiedener Zelllinien 
 
 
3.3 Einfluss von PGE2 und TGF-β auf die Zytokin-Produktion  
Da aufgrund der in 3.1 gezeigten Ergebnisse anzunehmen war, dass 
tumorsezerniertes PGE2 die IFN-α-Produktion von PDCs gezielt hemmen kann, sollte 
diese Beobachtung mittels rekombinantem humanem PGE2 bestätigt werden. 
Zusätzlich wurde der Einfluss von rekombinantem humanem TGF-β bestimmt. Das 
Ergebnis dieser Untersuchung zeigte, dass sowohl rekombinantes PGE2 als auch 
rekombinantes TGF-ß die Produktion von IFN-α hemmten. Vor allem aber führte die 
Kombination beider Substanzen zu einer fast vollständigen Blockade der 
IFN-α-Freisetzung (Abbildung 8). Das Tumormilieu wirkt demnach der 
IFN-α-Produktion entgegen, und schützt somit den Tumor vor den 
immunstimulierenden Effekten dieses Zytokins. 
 
Da die PDC zusätzlich zur Typ-I IFN-Produktion auch andere proinflammatorische 
Zytokine produzieren kann, sollte im Folgenden untersucht werden, ob die PGE2- und 
TGF-β-vermittelte Hemmung auch andere Zytokine betrifft. Abbildung 9 
veranschaulicht, dass sowohl PGE2 als auch TGF-β die Produktion von TNF-α 
hemmten. 
 
Zelllinie  PGE 
2 
 (pg/ml)  
ohne ASS            mit ASS 
TGF-β1
 
(pg/ml) IL-10 (pg/ml)   
BHY   2970                         2084 483 0 
HLAC - 79    23                              19 0 0 
FA DU     13                              11 0 0 
PCI - 13    156             33 0 17 
Ant - 1   2                             11 0 0 




Abbildung 8   PGE2 und TGF-ß hemmen die IFN-α-Freisetzung in PDCs 
PDCs (25.000/200µl) wurden für vier Stunden mit 1 µM bzw. 10 µM PGE2 bzw. 10 ng/ml TGF-β 
präinkubiert. Danach folgte eine Stimulation mit CpG-B 2006 über 24 Stunden. Die 
Konzentration von IFN-α in den Überständen wurde per ELISA bestimmt. Graue Balken zeigen 
die CpG-stimulierten Bedingungen, schwarze Balken die unstimulierten Kontrollen. Das 
Diagramm zeigt unabhängige Versuche von 5 Spendern mit dazugehöriger Mittelabweichung   
(* = p < 0,05 gegenüber der stimulierten Bedingung). 
 
 
Abbildung 9   PGE2 und TGF-β hemmen die TNF-α-Freisetzung in PDCs 
PDCs (25.000/200µl) wurden für vier Stunden mit 1 µM bzw. 10 µM PGE2 bzw. 10 ng/ml TGF-β 
präinkubiert. Danach folgte eine Stimulation mit ODN 2006 über 24 Stunden. Die Konzentration 
von TNF-α in den Überständen wurde per ELISA bestimmt. Graue Balken zeigen die 
CpG-stimulierten Bedingungen, schwarze Balken die unstimulierten Kontrollen. Das Diagramm 
zeigt die Mittelwerte aus vier Experimenten mit der dazugehörigen Mittelabweichung                 
(* = p < 0,05 gegenüber der stimulierten Bedingung). 
 
Im Gegensatz hierzu zeigten weitere Experimente, dass PGE2 – anders als TGF-β – 
die IL-6 und IL-8-Produktion verstärken konnte. Ein Anstieg des IL-6 und IL-8 war auch 
in nicht CpG-DNA-stimulierten PDCs zu beobachten (Abbildung 10), wurde jedoch 
durch CpG-Stimulation noch verstärkt.  
 
  Ergebnisse 48 
 
Abbildung 10  PGE2 induziert IL-6 und IL-8 in PDCs 
PDCs (25.000/200µl) wurden für vier Stunden mit 1 µM bzw. 10 µM PGE2 bzw. 10 ng/ml TGF-β 
bzw. der Kombination aus beiden Faktoren präinkubiert. Danach folgte eine Stimulation mit 
ODN 2006 über 24 Stunden. Die Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in den Überständen wurde 
mittels ELISA bestimmt. Graue Balken zeigen die CpG-stimulierten Bedingungen, schwarze 
Balken die unstimulierten Kontrollen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus vier Experimenten 
mit der dazugehörigen Mittelabweichung. 
 
 
3.4 Suppression der IFN-α Antwort auch nach 
TLR 7-Stimulation durch PGE2 
Da die PDC neben TLR 9 auch TLR 7 exprimiert, wurden in dem unten dargestellten 
Experiment die synthetischen TLR 7-Agonisten Loxoribine und R848 verwendet [Heil et 
al. 2003], um die Frage zu klären, ob PGE2  und TGF-β spezifisch die CpG-induzierte 
IFN-α-Produktion hemmen oder ob diese Hemmung auch bei Stimulation mit anderen 
TLR-Stimuli zu beobachten ist. Die Ergebnisse zeigten, dass die Reduktion der 
IFN-α-Freisetzung durch PGE2 und TGF-β auch nach Stimulation mit TLR 7-Agonisten 
zu beobachten ist. Diese Reduktion war nach Stimulation mit Loxoribine deutlicher zu 
erkennen. Dies kann möglicherweise auf eine suboptimal gewählte 
R848-Konzentration zurückzuführen sein. 
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Abbildung 11 PGE2 hemmt die Produktion von IFN-α auch bei 
TLR 7-Stimulation mit R848 und Loxoribine 
PDCs (25.000/200µl) wurden für vier Stunden mit 1 µM PGE2 bzw. 10 ng/ml TGF-β bzw. der 
Kombination aus beiden Faktoren präinkubiert. Danach folgte über 24 Stunden eine Stimulation 
mit Loxoribine (500 µM) und mit R848 (0,125 µg/ml). Die Konzentration von IFN-α in den 
Überständen wurde per ELISA bestimmt. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus vier 
Experimenten mit der dazugehörigen Mittelabweichung. 
 
Um an dieser Stelle untersuchen zu können, ob die Hemmung der IFN-α- und 
TNF-α-Sekretion durch PGE2 und TGF-β auf eine spezifische Hemmung des 
TLR-Signalwegs zurückzuführen ist oder ob diese Substanzen vielmehr unspezifisch 
die Sekretion der gezeigten Zytokine hemmen, sollte die PDC mit einem 
TLR-unabhängigen Stimulus zur IFN-α-Synthese anregt werden. Die Stimulation mit 
PMA (10 ng/ml) plus/minus Ionomycin (1 µg/ml) führte jedoch bei fünf Spendern nach 
24 Stunden Stimulation nicht zu messbaren IFN-α-Werten in den PDC-Überständen 
(Daten nicht gezeigt). 
 
 
3.5 Forskolin zeigt die gleichen Effekte wie PGE2 
Forskolin ist ein Aktivator der Adenylatzyklase, d. h. die Substanz kann direkt die 
intrazelluläre cAMP-Konzentration erhöhen. Um zu zeigen, ob die beschriebenen 
PGE2-vermittelten Effekte auf eine Erhöhung der cAMP-Konzentration zurückzuführen 
sind, wurde der Einfluss von Forskolin auf die Zytokinsekretion der PDC untersucht. 
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Abbildung 12 Forskolin imitiert die PGE2-Wirkung bei Stimulation mit 
CpG-B 
PDCs (25.000/200µl) wurden über vier Stunden mit 1 µM Forskolin bzw. 10 µM Forskolin und 
den entsprechenden Konzentrationen an PGE2 präinkubiert. Die Stimulation mit CpG-B 2006 
erfolgte über 24 Stunden. Die IFN-α-Spiegel wurden per ELISA bestimmt. Die Abbildung zeigt 
die Mittelwerte aus vier unabhängigen Experimenten mit dazugehöriger Mittelabweichung 
 
Wie in Abbildung 12 ersichtlich, lassen sich nach Forskolin-Präinkubation ähnlich 
inhibierende Effekte auf die IFN-α-Produktion beobachten wie bei PGE2. Auch bei einer 
Stimulation mit dem TLR 7-Stimulus R848 zeigte sich dieser Effekt (Abbildung 13). 
Desweiteren ließ sich eine Reduktion der TNF-α-Freisetzung sowie eine Induktion von 
IL-6 beobachten (Daten nicht gezeigt). Es lässt sich demnach schlussfolgern, dass die 
PGE2-vermittelten Effekte auf eine cAMP-Erhöhung zurückzuführen sind.  
 
Down-stream resultiert eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration häufig in 
einer Proteinkinase-A-Aktivierung (PKA). H-89 ist ein PKA-Inhibitor, der diese 
nachfolgende Aktivierung verhindern kann. Der Inhibitor wurde 20 Minuten vor der 
vierstündigen Präinkubation mit PGE2 bzw. Forskolin in einer Konzentration von 
50 bzw. 100 nM zu 25.000 PDCs gegeben, danach wurde 24 Stunden mit CpG-B 
stimuliert. Es konnte keine Hemmung der PGE2-vermittelten Effekte beobachtet 
werden. Im Gegenteil führte die PKA-Hemmung z. T. zur weiteren Abnahme der 





Abbildung 13 Forskolin imitiert die PGE2-Wirkung bei Stimulation mit R848  
PDCs (25.000/200µl) wurden über vier Stunden mit 1 µM Forskolin bzw. 10 µM Forskolin und 
den entsprechenden Konzentrationen an PGE2 präinkubiert. Die Stimulation mit R848 
0,25 µg/ml erfolgte über 24 Stunden. Die Analyse des im Überstand enthaltenen IFN-α erfolgte 




3.6 PGE2 und Forskolin induzieren keinen Calcium-Flux 
Da anzunehmen war, dass die beobachteten Effekte von PGE2 auf eine intrazelluläre 
cAMP-Erhöhung zurückzuführen sind, die nachfolgend zu einer 
Proteinkinase-A-vermittelten Entleerung intrazellulärer Calcium-Speicher führen kann, 
wurde der Calcium-Flux in der PDC nach Zusatz von PGE2 gemessen. Die Detektion 
des Calcium-Flusses wurde wie unter 2.2.5.4 beschrieben durchgeführt. Weder die 
Stimulation mit PGE2 (Abbildung 14) noch mit Forskolin (nicht gezeigt) führte zu einer 
signifikante Veränderung der Fluoreszenzintensität, die auf einen intrazellulären 
Calciumstrom hindeuten würde. Lediglich die als Positivkontrolle dienende Stimulation 
mit dem Ionophor Ionomycin zeigte den erwarteten Fluoreszenzanstieg. Die 
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Abbildung 14 PGE2 induziert keinen Calcium-Flux in PDCs 
100.000 PDCs wurden mit den Calcium-sensitiven Farbstoffen Fluo-3 und FuraRed sowie dem 
Lösungsvermittler Pluronic im Brutschrank inkubiert. Die Zugabe von 1 µM PGE2 erfolgte nach 
25 Sekunden Messzeit. Um zu zeigen, dass die Zellen intakt waren und die Konjugation mit den 
Farbstoffen funktioniert hatte, wurde der Maximalstimulus Ionomycin nach 80 Sekunden 
zugegeben. Der Calciumeinstrom setzte unverzüglich ein und bedingte einen deutlichen 
Fluoreszenzanstieg. 
 
3.7 Identifizierung des EP2-Rezeptors 
Da es bisher in der Literatur keinerlei Angaben darüber gibt, welche EP-Rezeptoren 
auf der PDC exprimiert werden, wurde RNA aus PDCs isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und eine RT-PCR durchgeführt (wie unter 2.3 beschrieben). Es ließ 
sich eindeutig der EP2-Rezeptor bestimmen.  
 
 
Abbildung 15  RT-PCR auf den 
EP2-Rezeptor bei PDCs 
Aus 700.000 PDCs wurde RNA isoliert (2.3.1), 
photometrisch vermessen, in cDNA 
umgeschrieben (2.3.2) und eine PCR 
durchgeführt (2.3.3). Die erhaltenen 
PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch 
(2.3.4) analysiert. Die Abbildung zeigt die 
Expression des EP2-Rezeptors.  







3.8 Effekte verschiedener Prostanoid-Agonisten auf die PDC 
Die beobachteten PGE2-Effekte können über unterschiedliche EP-Rezeptoren 
vermittelt werden. Um zu bestimmen, welche Rezeptoren auf PDCs exprimiert werden, 
wurden selektive EP-Agonisten getestet, deren Spezifitäten in 1.6.1 dargestellt wurden. 
Abbildung 16 zeigt, dass bei dem EP2-selektive Agonist Butaprost die geringere 
Konzentration von 100 nM zur Induktion von IFN-α führte, während die Konzentration 
von 10 µM inhibitorisch wirkte. Der EP2/EP4-Agonist 11-deoxy-PGE1 wirkte in allen 
getesteten Konzentrationen inhibitorisch auf die IFN-α-Produktion. Sulprostone als 
EP1/EP3-Agonist induzierte in allen Konzentrationen die Synthese von IFN-α. Toxische 
Effekte konnten ausgeschlossen werden, da alle Agonisten in der Lage waren in den 
jeweils getesteten Konzentrationen IL-6 zu induzieren. 
 
Abbildung 16 IFN-α- und IL-6-Induktion durch verschiedene EP-Agonisten 
in der PDC 
PDCs (25.000/200µl) wurden über vier Stunden mit verschiedenen EP-Agonisten in 
unterschiedlichen Konzentrationen präinkubiert. Die Stimulation mit CpG-B erfolgte über 
24 Stunden. Die Analyse des im Überstand enthaltenen IFN-α und IL-6 erfolgte mittels ELISA. 
Die Diagramme zeigen die Mittelwerte aus vier (IFN-α) bzw. zwei (IL-6) unabhängigen 
Experimenten mit der dazugehörigen Mittelabweichung. 
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3.9 Der ALK5-Inhibitor SB-431542 induziert IFN-α in PDCs 
Um nachzuweisen, über welche Signalkaskaden die Effekte von TGF-β in PDCs 
vermittelt werden, wurden Versuche mit dem ALK5-Inhibitor SB-431542 durchgeführt. 
Dieser inhibiert, wie in 1.7.1 erwähnt, die Smad-vermittelte Signaltransduktion. 
 
Eine 20-minütige Inkubation der PDCs mit dem ALK5-Inhibitor vor der Zugabe von 
TGF-β führte zu einer konzentrationsabhängigen Zunahme der IFN-α-Produktion. 
TGF-β-inhibierende Effekte ließen sich dennoch feststellen, so dass es in der PDC 
offensichtlich Smad-unabhängige Signalkaskaden gibt. 
 
 
Abbildung 17  Der ALK5-Inhibitor SB-431542 induziert IFN-α in PDCs  
PDCs (25.000/200µl) wurden 20 Minuten vor Zugabe von TGF-β mit dem ALK5-Inhibitor 
SB-431542 inkubiert. Darauf folgte eine vierstündige Präinkubation mit TGF-β 10 ng/ml und 
anschließend eine 24-stündige Stimulation mit ODN 2006. Der Gehalt an IFN-α in den 
Überständen wurde mittels ELISA bestimmt. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus vier 
Experimenten mit der dazugehörigen Mittelabweichung. 
 
 
3.10 PGE2 induziert CD86, TGF-β induziert CD80  
Im nächsten Abschnitt dieser Arbeit werden Experimente gezeigt, die der Analyse des 
Phänotyps der PDC unter PGE2- und TGF-β-Behandlung dienen. Sie wurden 
durchgeführt, um Aussagen darüber machen zu können, ob zusätzlich zum 
veränderten Zytokinmuster auch Unterschiede in der CpG-induzierten Aufregulation 
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von Aktivierungsmarkern und der Maturation der PDC durch PGE2 und TGF-β zu 
beobachten sind. 
 
CD80 und CD86 sind klassische kostimulatorische Moleküle, die auf 
Antigen-präsentierenden Zellen nach Stimulation exprimiert werden. Sie fungieren als 
Liganden für CD28/CD152, die auf T-Zellen exprimiert sind. Ohne dieses sogenannte 
zweite Signal (erstes Signal ist die Antigenpräsentation an sich) ist eine effektive 
T-Zellstimulation nicht möglich. Abbildung 18 veranschaulicht die Expression von CD86 
nach Vorbehandlung mit PGE2 und/oder TGF-β und anschließender 
CpG-DNA-Stimulation. Es zeigte sich, dass PGE2 zu einer Aufregulation von CD86 
führte. Diese war bei TGF-β auch zu beobachten, jedoch geringer ausgeprägt. 
 
 
Abbildung 18  PGE2 induziert CD86 Expression auf PDCs 
25.000 PDCs wurden über vier Stunden mit PGE2 1 µM bzw. 10 µM bzw. mit TGF-β 10 ng/ml 
inkubiert und dann für 24 Stunden mit ODN 2006 stimuliert. Danach wurde die Expression von 
CD86 per FACS-Analyse bestimmt. A: Graue Balken zeigen die CpG-stimulierten Bedingungen, 
schwarze Balken unstimulierte Kontrollen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus zwei 
Experimenten mit der dazugehörigen Mittelabweichung. B: Dot plot Analyse der PDCs aus 
einem repräsentativen Experiment. Gezeigt ist die CD86-Expression versus Vorwärtsstreuung 
der PDCs aus dem live gate. 
 
Abbildung 19 zeigt die Aufregulation von CD80 unter dem Einfluss von PGE2, TGF-β  
und CpG-B. Zu beobachten war hierbei, dass die Präinkubation mit TGF-β zu einer 
deutlich stärkeren Expressionszunahme an CD80 führte als mit PGE2. 
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Abbildung 19  TGF-β induziert CD80 Expression auf PDCs 
25.000 PDCs wurden über vier Stunden mit PGE2 1 µM bzw. 10 µM bzw. TGF-β 10 ng/ml 
inkubiert und dann für 24 Stunden mit CpG-B 2006 stimuliert. Danach wurde die Expression von 
CD80 per FACS bestimmt. Graue Balken zeigen die CpG-stimulierten Bedingungen, schwarze 
Balken unstimulierte Kontrollen. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus zwei Experimenten mit 
der dazugehörigen Mittelabweichung. 
 
Im Gegensatz dazu blieb die CD40-Expression nach Inkubation mit PGE2 1 µM und 
TGF-β 10 ng/ml weitgehend unverändert (Abbildung 20). Erst unter dem Einfluss von 
PGE2 10 µM konnte eine Reduktion beobachtet werden, ebenso wie bei der 
Kombination beider Substanzen, was vermutlich auf PGE2 10 µM zurückzuführen ist. 
Beide Substanzen hemmten jedoch auch deutlich die Expression von HLA-DR 
(MHC-II) auf der PDC (Daten nicht gezeigt), wodurch deren Fähigkeit zur 
Antigenpräsentation eingeschränkt ist. 
 
 
Abbildung 20  PGE2 10 µM 
hemmt die Expression von CD40 
25.000 PDCs wurden über vier Stunden 
mit PGE2 1 µM bzw. 10 µM bzw. 10 ng/ml 
TGF-β inkubiert und dann für 24 Stunden 
mit ODN 2006 stimuliert. Danach wurde 
die Expression von CD40 per FACS 
bestimmt. Graue Balken zeigen die 
CpG-stimulierten Bedingungen, schwarze 
Balken unstimulierte Kontrollen. Das 
Diagramm zeigt drei unabhängige 




3.11 Migrationsverhalten der plasmazytoiden dendritischen 
Zelle  
CCR7 ist ein Oberflächenrezeptor, der auf vielen Immunzellen exprimiert wird und der 
seine Liganden CCL19/21 im Bereich der high endothelial venules erkennt. Die 
Bindung von Ligand an Rezeptor löst die Migration der PDCs in Richtung des 
drainierenden Lymphknotens entlang dem Zytokingradienten aus.  
 
CXCR4 wiederum ist ein Oberflächenrezeptor, der seinen Liganden SDF-1 vor allem in 
der Peripherie findet, häufig in Tumornähe. Im nachfolgenden Experiment sollte der 




3.11.1 PGE2 vermindert die Expression von CCR7 auf der PDC 
 
 
Abbildung 21 PGE2 und TGF-β vermindern die Expression von CCR7 auf 
PDCs 
PDCs (50.000) wurden für vier Stunden mit PGE2 1µM und 10 ng/ml TGF-β präinkubiert und 
dann mit CpG-B 2006 für 24 Stunden stimuliert. Die Expression des CCR7-Rezeptors wurde 
per FACS vermessen. A: Graue Balken zeigen die CpG-stimulierten Bedingungen, schwarze 
Balken sind unstimuliert. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus zwei Experimenten mit der 
dazugehörigen Mittelabweichung B: Dot plot Analyse der PDCs aus einem repräsentativen 
Experiment. Gezeigt ist die CCR7 Expression versus Vorwärtsstreuung der PDCs aus dem live 
gate. 
 
Die FACS-Analyse zeigte, dass unstimulierte Kontrollen ein niedriges 
Basisexpressionsniveau von CCR7 aufwiesen, erst die CpG-stimulierten Bedingungen 
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zeigten eine bedeutende Expression des Chemokin-Rezeptors. Die Vorbehandlung mit 
PGE2 und TGF-β führte wiederum zu einer Reduktion der Expression des 
CCR7-Rezeptors in unstimulierten und stimulierten Bedingungen. Diese Abnahme der 
Expression bedingt, dass die so behandelten PDCs nur zu einer eingeschränkten 
Migration in Richtung Lymphknoten befähigt sind. 
 
 
3.11.2 PGE2 erhöht die Expression von CXCR4 auf der PDC 
CXCR4 ist ein Rezeptor, der auch auf PDCs exprimiert wird und nach Bindung des 
Liganden SDF-1 zur Zellaktivierung führt. SDF-1 liegt in der Peripherie in höherer 
Konzentration vor und wird außerdem häufig von Tumoren sezerniert.  
 
Im Gegensatz zur CCR7-Expression bewirkten sowohl PGE2 alleine als auch in 
Kombination mit TGF-β eine Aufregulation von CXCR4 auf der PDC, mit und ohne 




Abbildung 22  PGE2 und TGF-β führen zu einer Aufregulation von CXCR4 
auf PDCs 
PDCs (50.000) wurden für vier Stunden mit 1 und 10 µM PGE2 und 10 ng/ml TGF-β präinkubiert 
und dann mit CpG-B 2006 für 24 Stunden stimuliert. Die Expression des CXCR4-Rezeptors 
wurde per FACS vermessen. Die grauen Balken zeigen die CpG-stimulierten Bedingungen, 
schwarze Balken sind unstimuliert. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus zwei Experimenten 
mit der dazugehörigen Mittelabweichung 
 
Aufgrund der Expressionsrate dieser beiden Rezeptoren folgte die Hypothese, dass die 
PDC ein verändertes Migrationsverhalten speziell unter PGE2-Einfluss aufweist. Um 
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diese zu prüfen, wurde ein Migrationsassay durchgeführt (siehe 2.2.4). Hierbei 
migrierten PDCs durch eine Polycarbonat-Membran mit einer Porengröße von 0,5 µm 
auf den CXCR4-Liganden SDF-1 (100 ng/ml). Es erfolgte keine CpG-Stimulation. Der 
zahlenmäßig relativ geringe Unterschied der migrierten Zellen zwischen mit/ohne 
PGE2-Zusatz korreliert mit der in der Durchflußzytometrie beobachteten nur geringen 
Zunahme der Expressionsrate des Rezeptors. 
 
 
Abbildung 23  PGE2-inkubierte PDCs migrieren vermehrt auf SDF-1 
50.000 PDCs wurden zwei Stunden mit PGE2 1 µM im Brutschrank präinkubiert. Danach 
erfolgte über weitere zwei Stunden eine Migration auf 100 ng/ml SDF-1 durch eine 
Polycarbonatmembran der Porengröße 0,5 µm wie unter 2.2.4 beschrieben. Das Diagramm 
zeigt ein repräsentatives Experiment, angesetzt in Triplikaten. 
 
 
3.12 TGF-β induziert IL-12  
Krug et al. konnten zeigen, dass die PDC neben den oben genannten Zytokinen 
ebenfalls IL-12 produzieren kann. Benötigt wurden dazu eine Präinkubation mit IL-3 
und nachfolgend die zeitgleiche Stimulation mit CD40L und CpG-B [Krug et al. 2001b]. 
 
Während PGE2 und TGF-β bisher gleichartige bzw. zum Teil synergistische Effekte 
zeigten, stellte sich heraus, dass dies in Hinblick auf die Produktion von IL-12 nicht der 
Fall war. PGE2 hemmte, wie erwartet, die Produktion von IL-12 (Daten nicht gezeigt), 
TGF-β induzierte IL-12p40 ebenso wie die bioaktive Form IL-12p70. 
 
  Ergebnisse 60 
Abbildung 24 zeigt die Induktion von IFN-α, IL-12p40 und IL-12p70 nach einer 
24-stündigen Präinkubation mit IL-3, einer vierstündigen TGF-β-Inkubation und der 
nachfolgenden, zeitgleichen Stimulation mit CD40L und CpG-B über weitere 




Abbildung 24  TGF-β induziert die Bildung von IL-12p40 und IL-12p70 
PDCs (25.000/200µl) wurden mit IL-3 über 24 Stunden präinkubiert. Danach folgte in den so 
bezeichneten Bedingungen eine vierstündige Inkubation mit TGF-β 10 ng/ml. Anschließend 
wurde mit der Zelllinie BHK-CD40L bzw. der Kontrollzelllinie und in allen Bedingungen mit 
CpG-B stimuliert. Die Abnahme der Überstände fand nach 24 Stunden statt, die Quantifizierung 
der darin befindlichen Zytokine IFN-α (gepunktete Balken), IL-12p40 (schwarze Balken) und 
IL-12p70 (gestreifte Balken) wurde per ELISA durchgeführt. Das Diagramm zeigt unabhängige 
Experimente mit 5 Spendern und die dazugehörige Mittelabweichung. 
 
Um sicher zu gehen, dass es sich bei den IL-12 produzierenden Zellen um PDCs 
handelte, wurde ein sorting-Experiment durchgeführt (Abbildung 25). Dazu wurden 
frisch isolierte PDCs als lineage-, CD123high, HLA-DR+++ und CD11c- über einen 
MoFloTM Zellsorter gesortet (Dr. J. Ellwart, GSF, München). Die so erhaltene 
Population wies eine Reinheit von 99,97% auf. Es zeigte sich auch hier eine Induktion 
der IL-12p40 und IL-12p70 Produktion unter TGF-β Präinkubation.  
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Ebenso wurden aus PDC-Populationen CD19+-Zellen depletiert, um eine Beteiligung 
von B-Zellen auszuschließen. Die Induktion von IL-12p70 aber auch von IFN-α 
verminderte sich um ca. ein Drittel (Daten nicht gezeigt).  
 
 
Abbildung 25  TGF-β induziert IL-12p40 und IL-12p70 in gesorteten PDCs 
PDCs (25.000/200µl) wurden mit IL-3 über 18 Stunden präinkubiert. Danach folgte eine 
vierstündige Inkubation mit TGF-β 10 ng/ml. Anschließend wurde mit der Zelllinie BHK-CD40L 
bzw. der Kontrollzelllinie und CpG-B stimuliert. Die Abnahme der Überstände fand nach 
24 Stunden statt, die Quantifizierung der darin befindlichen Zytokine IL-12p40 (schwarze 
Balken) und IL-12p70 (gestreifte Balken) wurde per ELISA durchgeführt. Das Diagramm zeigt 
ein repräsentatives Experiment. 
 
Um festzustellen, welchen Effekt die Präinkubation von IL-3 auf das Ausmaß der 
IL-12-Produktion hat, wurde eine Kinetik durchgeführt. Dabei wurden die PDCs über 
17, 34, 67 und 90 Stunden mit IL-3 präinkubiert, anschließend wurde mit CD40L bzw. 
der Kontrollzelllinie und CpG-B über 24 Stunden stimuliert. Wie in Abbildung 26 zu 
sehen ist, hat die Präinkubation mit IL-3 signifikanten Einfluss auf die Produktion von 
IL-12. Es wird gezeigt, dass ein Optimum bei etwa 34 Stunden Präinkubation liegt. 
Gänzlich fehlendes IL-3 resultierte in einer verschwindend geringen Menge IL-12p40 
und IL-12p70 (Daten nicht gezeigt). Interessant war, dass die Produktion von IFN-α 
und IL-12 nicht zeitlich versetzt stattfand, sondern beide Zytokine eine ähnliche 
Abhängigkeit in Bezug auf die IL-3-Präinkubation zeigten. 
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Abbildung 26  Kinetik der IL-3-Präinkubation auf PDCs 
PDCs (25.000/200µl) wurden über 17, 34, 67 und 90 Stunden mit IL-3 präinkubiert. Danach 
folgte jeweils eine 24-stündige Stimulation mit CD40L (gestreifte Balken) bzw. der 
Kontrollzelllinie (gepunktete Balken) und immer mit CpG-B. Schwarze Balken zeigen die 
CpG-stimulierten Bedingungen. Die in den Überständen enthaltenen Zytokine wurden mittels 
ELISA quantifiziert. Das Diagramm zeigt ein repräsentatives Beispiel. 
 
Um die Frage zu klären, ob lediglich die Stimulation mit CpG-B eine auf TGF-β 
zurückzuführende Induktion von IL-12 zu vermitteln vermag, wurden andere 
TLR-Liganden getestet. Es handelte sich um die TLR 7-Liganden Loxoribine und R848 
sowie den TLR 9-Liganden ODN 2216. Abbildung 27 verdeutlicht, dass auch eine 
Stimulation mit anderen TLR-Liganden als CpG-B eine Induktion von IL-12p40 und 
IL-12p70 unter TGF-β bewirkte. Die verschiedenen TLR-Liganden waren jedoch nicht 




Abbildung 27  Nicht nur CpG-B induziert IL-12p40 und IL-12p70 in PDCs 
PDCs (25.000/200µl) wurden über 30 Stunden mit IL-3 präinkubiert. Danach folgte eine 
vierstündige Präinkubation mit TGF-β 10 ng/ml sowie eine 24-stündige Stimulation mit CD40L 
bzw. der Kontrollzelllinie sowie den verschiedenen TLR-Liganden. ODN 2006 (3 µg/ml), R848 
(0,25 µg/ml), Loxoribine (500 µM) und ODN 2216 (3 µg/ml). Die Quantifizierung von IL-12p40 
(schwarze Balken) und IL-12p70 (gestreifte Balken) erfolgte per ELISA. Das Diagramm zeigt 
Experimente mit vier Spendern und die dazugehörige Mittelabweichung. 
 
Zusätzlich zur BHK-CD40L Zelllinie wurden sowohl die LTK-Zelllinie als auch 
rekombinanter CD40L getestet (2.2.3.1). Während eine Stimulation mit rekombinantem 
CD40L erfolglos blieb, zeigte die CD40L-tragende Zelllinie LTK eine im Vergleich zu 
BHK-CD40L noch gesteigerte Produktion von IL-12 unter der Präinkubation mit TGF-β 
(Daten nicht gezeigt). 
 
Eine FACS-Analyse der IL-3 präinkubierten PDCs zeigte einen allgemein reiferen 
Status mit einer leichten Aufregulation von CD40 (Daten nicht gezeigt). Die 
Präinkubation mit TGF-β führte hingegen zu keiner Veränderung der CD40-Expression 
(Abbildung 20). 
 







4 Diskussion  
4.1 Einfluss von PGE2 und TGF-β auf die plasmazytoide 
dendritische Zelle 
4.1.1 Zytokinprofil 
4.1.1.1 Einfluss auf IFN-α und der Einsatz von COX-Inhibitoren 
Die COX-2-Überexpression in Tumoren und die damit verbundene erhöhte 
Prostaglandin E2-Synthese gilt, neben TGF-β und IL-10, als einer der stärksten 
immunsuppressiven Faktoren [Kim et al. 2006]. COX-2-Metabolite haben einen 
Einfluss auf die Initialisierung, Angiogenese [Masferrer et al. 2000], Invasion, 
Metastasierung [Tsujii et al. 1997] und die Immunsuppression [Balch et al. 1983] von 
Tumoren.  
 
Die durchgeführten Experimente zeigten, dass Überstände von Kopf-und 
Halstumorzelllinien die IFN-α-Produktion nach CpG-Stimulation inhibierten (Abbildung 
6). Die Effekte waren teilweise nach Hemmung der COX-1/2 durch Indometacin 
reversibel (Abbildung 7). Diese Ergebnisse passen zu klinischen Studien, die belegen, 
dass COX-Hemmer Erfolge in der Colonkarzinombehandlung, wie z. B. signikante 
Größenreduktion und auch komplette Regression, zeigten [Labayle et al. 1991]. 
Mehrere Mechanismen werden postuliert, um die positiven Effekte von NSAR auf die 
Tumorregression zu erklären. Zum einen geht man davon aus, dass die COX-Inhibition 
die PGE2-vermittelte Hemmung dendritischer Zellen aufheben kann und damit die 
Präsentation von Tumorantigenen an T-Zellen wieder möglich wird [Sharma et al. 
2003], zum anderen wird diskutiert, dass die Verschiebung von primär 
immunsuppressorisch wirksamem IL-10 zu IL-12 die zelluläre Immunität wiederherstellt 
[Stolina et al. 2000].  
 
In den durchgeführten Experimenten zeigte sich jedoch, dass die beobachteten 
inhibierenden Effekte vermutlich nur zum Teil über PGE2 vermittelt werden, da ein 
vollständiges Wiederherstellen der IFN-α-Produktion unter einer COX-Blockade nicht 
möglich war (Abbildung 7). Die FADU-Zelllinie, als ein nur schwacher PGE2-Produzent 
(Tabelle 7), führte zu einer starken Inhibiton der IFN-α-Produktion, die sich durch 
Indometacin nicht vollständig antagonisieren ließ. Zusätzlich zu PGE2 kommen für den 
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IFN-I-inhibierenden Effekt aber auch andere Faktoren wie z. B. VEGF, GM-CSF, IL-10 
und TGF-β in Frage, welches in der vorliegenden Arbeit ebenfalls untersucht wurde 
[Gabrilovich et al. 1996]. Allerdings wurden weder TGF-β noch IL-10 in den hier 
verwendeten Tumorüberständen nachgewiesen (Tabelle 8). Es ist wahrscheinlich, 
dass das von FADU produzierte PGE2 vornehmlich über COX-2 synthetisiert wurde. 
Verschiedene Studien belegen, dass die COX-2-Expression in unverändertem Gewebe 
schwach ausgeprägt oder nicht vorhanden ist, während in kanzerogen verändertem 
Gewebe ein deutlich erhöhter Spiegel zu beobachten ist [Kargman et al. 1995, Sano et 
al. 1995]. Indometacin weist jedoch eine Präferenz in der Hemmung von COX-1 auf 
[Mitchell et al. 1993]. Als weiterführendes Experiment wäre hier eine Untersuchung mit 
einem COX-2-selektiven Inhibitor wie beispielsweise Celecoxib oder NS-398 sinnvoll 
[Kurumbail et al. 1996]. 
 
In den oben beschriebenen Experimenten (Abbildung 7) wurde darüber hinaus 
beobachtet, dass die zusätzlich mit Indometacin inkubierten PDCs höhere 
IFN-α-Spiegel aufwiesen als CpG-stimulierte PDCs alleine. Dies lässt zwei mögliche 
Schlüsse zu. Zum einen, dass die PDC in der Lage ist, selbsttätig PGE2 zu 
produzieren. Da COX-1 in vielen Zellen konstitutiv exprimiert wird und keiner 
zusätzlichen Aktivierung bedarf, kann eine endogene, physiologische PGE2-Produktion 
über einen COX-1-abhängigen Syntheseweg vermutet werden. Untersuchte 
Überstände von PDCs bestätigten das Vorkommen von PGE2 (s. S. 45) und eine 
mRNA-Analyse bewies die Expression von COX-2. Eine Untersuchung der 
COX-1-Expression könnte weitere Aufschlüsse geben. Kerkmann et al. konnten 
zeigen, dass Typ-I IFN über einen priming-Effekt seine eigene Produktion um ein 
Vielfaches steigern kann [Kerkmann et al. 2003]. Möglicherweise stellt autokrin 
produziertes PGE2 einen Mechanismus dar, eine übermäßige IFN-Freisetzung zu 
regulieren bzw. einzuschränken. Da IFN-α den Arachidonsäurestoffwechsel fördern 
kann indem es die Freisetzung von Phospholipase A2 begünstigt [Hannigan und 
Williams 1991], induziert IFN-α möglicherweise sein eigenes Stopsignal. Ein anderer 
bzw. zusätzlicher Schluss ist, dass die Applikation von CpG-DNA die Expression von 
COX-2 induziert und so eine zusätzlich erhöhte PGE2-Synthese bedingt. Die Analyse 
von CpG-stimulierten PDCs bestätigte dies. Die Inkubation mit dem COX-Inhibitor 
Indometacin würde diese Synthese vermindern, so dass es zu einer Induktion der 
IFN-α-Synthese käme. Ähnliches beobachteten auch Chen et al., die zeigen konnten, 
dass CpG-DNA in murinen Zellen die Expression von COX-2, und damit die Synthese 
von PGE2, über einen NFkB-abhängigen Weg induziert [Chen et al. 2001]. Die 
Hemmung der CpG-induzierten PGE2-Synthese über COX-Inhibitoren zog eine 
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Induktion der Zytokin-Produktion und damit eine verbesserte Th1-Antwort nach sich. 
Geht man von dieser CpG-induzierten PGE2-Synthese aus, so wird ersichtlich, dass 
eine Blockade dieses Effektes zu einer verbesserte Wirksamkeit der CpG-Therapie im 
Sinne einer noch höheren Immunstimulation führt. 
 
Typ-I Interferone sind Zytokine mit antitumoraler Wirkung, die zur Therapie solider 
Tumoren sowie chronisch myeloischer Leukämie, Non-Hodgkin Lymphom, Hepatitis 
oder Haarzellleukämie eingesetzt werden [Jonasch und Haluska 2001, Kirkwood 
2002]. Ihre Hauptwirkung basiert auf der Initialisierung und Amplifikation nachfolgender 
Immunreaktionen wie z. B. der Aktivierung von T-Zellen, NK-Zellen und MDCs. Des 
Weiteren sind Typ-I Interferone potente Inhibitoren der Tumorangiogenese [Carmeliet 
und Jain 2000]. Tumore weisen viele Mechanismen auf, mit denen sie das humane 
Immunsystem in seiner Funktionalität beeinträchtigen können. Die synergistische 
Wirkung von PGE2 und anderer Mediatoren zeigt, dass lediglich die Blockade eines 
inhibierenden Faktors, wie beispielsweise durch einen COX-Hemmer, nicht ausreicht, 
um eine effektive Immunantwort wieder herzustellen. Vielmehr ist es ein 
Zusammenspiel verschiedener Faktoren, die jeder für sich die IFN-Produktion 
inhibieren und so die Effektivität einer CpG-Therapie gefährden können. Es müssen 
demnach weitere Therapieansätze gefunden werden, um die vorhandene 
Immunsuppression zu überwinden.  
 
Die mit den Tumorüberständen erreichte IFN-α-Suppression konnte sowohl bei 
Verwendung von rekombinantem humanem PGE2 als auch von rekombinantem 
humanem TGF-β beobachtet werden. Es zeigte sich, dass die beiden Faktoren in 
Kombination synergistisch wirkten und zu einer fast vollständigen Blockade der 
IFN-α-Produktion führten (Abbildung 8). 
 
 
4.1.1.2 Einfluss auf andere Zytokine 
Zusätzlich zur IFN-α-Reduktion fand auch eine TNF-α-Suppression statt (Abbildung 9). 
TNF-α ist bekannt für seine antitumorale Wirkung, die sich z. B. darauf stützt, dass es 
Apoptose v. a in den Endothelzellen der Tumorgefäße auslöst [Old 1984]. Außerdem 
kann TNF-α die IFN-α Effekte (wie z. B die IFN-γ-Freisetzung aus NK-Zellen) weiter 
steigern [Marshall et al. 2006]. Durch Inhibition der TNF-α-Freisetzung wird ein weiterer 
Verstärker der antitumoralen Immunantwort eingeschränkt. 
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Ferner wurden auch die Zytokine IL-6 und IL-8 gemessen. Die Wirkung von PGE2 auf 
PDCs (auch ohne CpG-Stimulation) resultierte in einer erhöhten Produktion dieser 
proinflammatorischen Zytokine (Abbildung 10). Diese Befunde werden durch die 
Literatur bestätigt. Des Weiteren schränkt IL-6 die Entwicklung und Reifung von DCs 
ein [Gabrilovich 1996, McCoy 2002]. Es wirkt als parakriner und autokriner 
Wachstumsfaktor beim Non-Hodgkin Lymphom, Blasenkarzinom und 
Nierenzellkarzinom [Voorzanger et al. 1996, Okamoto et al. 1995]. IL-8 hingegen ist ein 
Chemokin, das vor allem neutrophile Granulozyten anlockt und außerdem stark 
angiogenetische Wirkungen aufweist [Koch et al. 1992, Bellocq et al. 1998]. Erhöhte 
IL-8 Level werden beim Magenkarzinom [Kitadai et al. 1998], Kolonkarzinom 
[Sakamoto et al. 1992] sowie bei Kopf- und Halstumoren [Eisma et al. 1999] 
beobachtet. Durch die Induktion von IL-6 und IL-8 wird demnach ein Milieu geschaffen, 
das sich positiv auf die Proliferation von Tumorzellen auswirkt. Dies wird durch Ambrus 
et al. bestätigt, die berichten, dass in Gewebe von Karposi-Sarkomen hohe Spiegel an 




4.1.2 Kostimulatorische Moleküle 
Um zu klären, ob die PDCs unter PGE2 und TGF-β-Behandlung aktiviert sind, wurde 
die Expression von CD80/86 untersucht (Abbildung 18 und 19). CD80/86 sind 
klassische kostimulatorische Moleküle, die auf Antigen-präsentierenden Zellen nach 
Aktivierung aufreguliert werden und T-Zell-exprimierte Rezeptoren kostimulieren 
(CD28/CD152). Die hier aufgezeigten Ergebnisse zeigten, dass PGE2 auf der PDC 
vornehmlich die Expression von CD86 induzierte, während TGF-β vor allem CD80 
erhöhte. Die Kombination der beiden Faktoren resultierte in einer Induktion von 
CD80/86, wobei jeweils der Einfluss von PGE2 überwog. Während CD86 - der 
CD28-Ligand -  T-Zellantworten induziert, wird CD80 - dem CD152-Liganden - eine 
inhibitorische Wirkung zugeschrieben [Linsley et al. 1991 a, b]. Die Aufregulation von 
CD80 über TGF-β wäre demnach als negativer feedback Mechanismus denkbar, der 
zur Toleranzinduktion bzw. Anergie bei betroffenenen T-Zellen führt, was ein Hinweis 
auf die allgemein immunsuppressorische Wirkung von TGF-β sein kann. 
 
Des Weiteren zeigte sich, dass PGE2 und TGF-β die Expression des 
MHC-II-Komplexes hemmen (Daten nicht gezeigt). Da Tumorantigene im MHC-Kontext 
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präsentiert werden, findet hier eine Einschränkung statt, die die Tumorerkennung 
behindert. 
 
Da die PDCs unter PGE2 und TGF-β-Behandlung offensichtlich aktiviert sind, sind sie 




PDCs sind dendritische Zellen, die sich in sekundären lymphatischen Organen, im Blut, 
in peripherem Gewebe und damit auch in Tumornähe befinden. Nach Bindung von 
PAMPs kommt es zur Zytokinproduktion und nach darauffolgender Reifung können 
diese Zellen in den nächstgelegenen, drainierenden Lymphknoten einwandern und 
präsentieren dort ihr aufgenommenes Antigen [Fonteneau et al. 2003]. Da für diese 
gerichtete Wanderung die Expresssion von Chemokin-Rezeptoren notwendig ist 
(1.3.3), wurde der Einfluss von PGE2 und TGF-β auf die Chemokin-Rezeptoren CCR7 
und CXCR4 untersucht (Abbildung 21, Abbildung 22). 
 
Der Literatur zufolge ist auf der unreifen, frisch isolierten PDC lediglich der 
CXCR4-Rezeptor in der Lage, Chemotaxis auszulösen [Penna et al. 2002]. Die in 
Abbildung 22 gezeigten Ergebnisse bestätigen diese Hypothese, da sich die 
Expression von CXCR4, ob unstimuliert oder CpG-stimuliert, kaum unterschied. Im 
Gegensatz dazu zeigten unreife PDCs eine gleichbleibend geringe Expressionsrate an 
CCR7 (Abbildung 22). Die gezeigten Daten belegen, dass erst die Stimulation mit 
CpG-DNA hier für die funktionell wichtige Aufregulation von CCR7 sorgt, die die Zelle 
sensitiv für den migrationsauslösenden Liganden macht. Die Funktionalität des 
CXCR4-Rezeptors konnte im durchgeführte Migrationsassay (Abbildung 23) bestätigt 
werden. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten weiterhin, dass PGE2 und TGF-β eine 
Abregulation von CCR7 bzw. eine Aufregulation von CXCR4 nach sich zogen. Da der 
Ligand SDF-1 für CXCR4 im Tumor exprimiert wird, sprechen die Ergebnisse dafür, 
dass PDCs in vivo vermehrt in Tumornähe gelockt werden könnten. Diese Hypothese 
wird durch eine Studie von Zou et al. bestätigt. Zou et al. beobachteten, dass im Blut 
zirkulierende PDCs aktiv durch die Expression von SDF-1, dem Liganden von CXCR4, 
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in die Nähe von Tumoren gelockt werden [Zou et al. 2001b]. Die Rekrutierung kann 
man als Teil der Immunantwort betrachten, da durch die Infiltration des Tumors die 
PDC Antigen aufnehmen kann. Die PGE2-induzierte Überexpression von CXCR4 
fungiert hier möglicherweise als tumorescape Mechanismus, durch die die rekrutierten 
PDCs im Tumorgewebe zurückgehalten werden und ihr aufgenommenes Antigen nicht 
im Lymphknoten präsentieren können. Als weitere Funktionen dieser rekrutierten PDCs 
werden in der Literatur diskutiert, dass sie die Tumorangiogenese fördern [Curiel et al. 
2004] bzw. umliegende MDCs in ihrer Antigenpräsentation behindern können [Zou et 
al. 2001b]. 
 
Therapeutisch ist die gemachte Beobachtung ebenfalls von Bedeutung. AMD3100 ist 
ein CXCR4-Antagonist, der durch Blockade des CXCR4/SDF-1 Signals eine 
verminderte Infiltration von PDCs in Tumore und eine Abnahme der damit 
verbundenen Immunsuppression und Angiogenese bewirken kann [Muller et al. 2001]. 
 
 
4.1.4 ALK5-Inhibition als Induktor von IFN-α 
Eine weitere therapeutische Strategie, um von Tumoren produzierten Mediatoren 
entgegen zu wirken, ist die Entwicklung spezieller Inhibitoren des TGF-β-Signalwegs. 
Man versprach sich Erfolge bei der TGF-β-induzierten Immunsuppression, 
Neovaskularisation sowie den Einsatz bei multiplen anderen Erkrankungen. 
 
SB-431542 (GlaxoSmithKline) wurde als kompetitiver Antagonist der ATP-bindenden 
Komponente der activin like kinase 5 (ALK5) entwickelt [Callahan et al. 2002]. Inman et 
al. zeigten, dass dieser Inhibitor ebenfalls ALK4 und 7 blockieren kann, da diese drei 
Kinasen eine zu 80% identische Bindungsstelle in der ATP-relevanten Domäne 
aufweisen [Inman et al. 2002a]. Unter Berücksichtigung der jeweils natürlich 
vorkommenden Liganden von ALK4, 5 und 7 werden Aktivin, Nodal und TGF-β 
induzierte Kaskaden inhibiert [Oh et al. 2000, Reissmann et al. 2001]. SB-431542 
hemmt die Phosphorylierung von Smad 2, 3 und 4 sowie deren Translokation in den 
Nukleus und damit das Ablesen spezifischer Zielgene [Inman et al. 2002b]. TGF-β 
aktiviert jedoch zusätzlich zum Smad-abhängigen pathway auch andere Signalwege. 
Hierzu gehören p38 MAP-Kinasen, ERK, PI3-Kinasen, JNK und Rho [Wakefield und 
Roberts 2002]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass fast alle diese Signalkaskaden 
von SB-431542 (IC50 für ALK5=94nM) nicht beeinflusst wurden, ebenso wenig wie der 
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der bone morphogenetic proteins, ebenfalls Mitglieder der ALK-Familie [Inman et al. 
2002a].  
 
Die Wirkungen von SB-431542 lassen sich in zwei Kategorien einteilen. Auf der einen 
Seite hemmt SB-431542 die TGF-β-induzierte Migration und Invasion sowie wie die 
VEGF-Produktion [Halder et al. 2005]. Auf der anderen Seite werden aber auch 
tumorsuppressive Funktionen wie Wachstumshemmung und Apoptose inhibiert. Die 
Applikation von SB-431542 empfiehlt sich demnach besonders für die Art von 
Tumoren, die resistent gegenüber den tumorhemmenden Eigenschaften von TGF-β 
sind [Halder et al. 2005]. 
 
In den dargestellten PDC-Experimenten induzierte SB-431542 IFN-α (Abbildung 17). 
TGF-β kann, ähnlich wie PGE2, von vielen Zelltypen endogen produziert und sezerniert 
werden [Letterio und Roberts 1998]. Somit könnte auch die autokrine Freisetzung von 
TGF-β die PDC in ihrem Ausmass der IFN-α-Sekretion regulieren. Unter Umständen 
fungiert dieser Regulationsmechanismus als negativer feedback loop, der eine 
überschießende Reaktion verhindern soll. Ähnliche Befunde zeigten auch Meadows et 
al.. Sie beobachteten, dass die Inkubation von PBMC mit SB-431542 in einer erhöhten 
IFN-γ-Sekretion durch NK-Zellen resultiert [Meadows et al. 2006]. Eine Blockade mit 
dem TGF-Inhibitor ist hier genauso potent wie der Einsatz blockierender Antikörper 
gegen TGF-β. Darauf aufbauend wäre der experimentelle Ansatz interessant, ob die 
über eine TGF-Blockade vermittelte Induktion von IFN-α die IFN-γ-Sekretion von 
NK-Zellen steigern könnte. So ließe sich klären, ob es sich um einen direkten Effekt auf 
NK-Zellen oder eine IFN-vermittelte Beobachtung handelt. Als weiterführendes 
Experiment bietet sich ebenfalls an, andere am TGF-β-signaling beteiligte Signalwege 
über spezifische Inhibitoren zusätzlich zu blockieren, um deren Beteiligung zu belegen. 
Zusätzlich zeigten Halder et al., dass SB-431542 die TGF-β induzierte 
COX-2-Induktion hemmen kann [Halder et al. 2005]. Denkbar wäre demnach auch ein 
Mechanismus, der die COX-2-vermittelte PGE2-Produktion der PDC hemmt und somit 
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4.1.5 cAMP als second messenger der PGE2-Effekte 
Die vorliegende Dissertation zeigt auf, dass PGE2 seine Effekte am wahrscheinlichsten 
über die Induktion von cAMP vermittelt, da Forskolin, als Adenylatzyklase-Aktivator, in 
der Modulation des Zytokinprofils die gleichen Wirkungen zeigte (Abbildung 12). cAMP 
ist ein second messenger, der häufig an der Regulation immunologischer und 
entzündlicher Prozesse beteiligt ist [Goodwin und Ceuppens 1983]. Es ist der 
hauptsächlich vorkommende second messenger für PGE2, wenn die Effekte über den 
EP2-und EP4-Rezeptor vermittelt werden [Honda et al. 1993, Regan et al. 1994].  
 
Schnurr et al. beobachteten, dass die Inkubation von PDCs mit 1 µM PGE2 eine 
deutliche Zunahme an cAMP zeigte (PD Dr. med. M. Schnurr, persönliche Mitteilung). 
Mazzoni et al. zeigten weiterhin, dass Histamin, ein cAMP-Induktor, die 
IFN-α-Produktion in PDCs hemmen kann [Mazzoni et al. 2003]. Erhöhte intrazelluläre 
cAMP-Konzentrationen führen häufig zu einer PKA-Aktivierung. Allerdings konnte in 
den hier gezeigten Experimenten die mit PGE2 und Forskolin beobachteten Effekte 
nicht über den PKA-Inhibitor H-89 verhindert werden. Dieser Befund ist auch schon 
von anderen Gruppen gemacht worden [Zhang et al. 2006, Schmitz et al. 2001] und 
spricht für einen PKA-unabhängigen Mechanismus. Infrage kommen hierbei 
cGMP-abhängige Proteinkinasen [Jiang et al. 1992], eine Aktivierung von 
Proteinkinase-C [Schwartz et al. 1998] oder guanine nucleotide exchange factors 
(cAMP-GEFs, Epac), welche biologische Funktionen von cAMP über 
PKA-unabhängige Mechanismen vermitteln [de Rooij et al. 1998]. Darüber hinaus 
beschreiben Fujino et al., dass eine PGE2-Stimulation des EP4-Rezeptors auch zu 
einer Aktivierung des PI3-Kinase-pathway führen kann, der wiederum die PKA hemmt 
[Fujino et al. 2005]. Eine weitere Erklärungsmöglichkeit ist die Induktion von inducible 
cAMP early repressor (ICER) durch cAMP-Agonisten wie PGE2 und Forskolin [Bodor et 
al. 1996, Feng et al. 2006]. ICER ist ein negativer Regulator der cAMP-abhängigen 
Signaltransduktion [Molina et al. 1993]. Es verhindert die Bindung spezifischer 
Transkriptionsfaktoren an ihre Bindungstellen. Des Weiteren vermag ICER nicht den 
Transkriptions-Kofaktor CBP/p300 zu rekrutieren, der die Bindung der 
Transkriptionsfaktoren an den Transkriptionsapparat vermittelt [Bodor et al. 2000]. 
CBP/p300 ist wichtig für die effektive Transkriptionsaktiviät von z. B. nuclear factor of 
activated T cells (NFAT) und NFkB [Gerritsen et al. 1997]. Interessant ist der Befund, 
dass Rahman et al. eine Hemmung von p38 MAP-Kinase durch cAMP und eine 
fehlende Phosphorylierung der Untereinheiten von NFkB beobachten [Rahman et al. 
2004]. Weitere Studien berichten, dass cAMP den NFkB-Inhibitor IkB stabilisieren 
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kann, der NFkB bindet und inaktiviert [Neumann et al. 1995]. Da NFkB und 
p38 MAP-Kinase in der Induktion von IFN-α durch CpG-DNA eine Rolle spielen 
[Osawa et al. 2006], lässt sich so möglicherweise die unter PGE2 beobachtete 
eingeschränkte Zytokin-Produktion erklären. Andere Studien zeigen hingegen jedoch 
auch eine induzierte NFkB-Aktivierung unter cAMP [Serkkola und Hurme 1993].  
 
Weiterhin wurde der Calcium-Flux in der PDC nach Stimulation mit PGE2 bestimmt. 
Experimente, die ein frühes Calcium-Signal detektierten (Abbildung 14) lassen ein 
signaling über Calcium als unwahrscheinlich erscheinen. Auch die Ergebnisse von 
Nirodi et al. zeigten, dass lediglich der Glycerylester von PGE2 eine Erhöhung der 
Calcium-Konzentration bedingt, nicht PGE2 selbst [Nirodi et al. 2004]. Ebenso kann 
eine erhöhte intrazelluläre Konzentration von cAMP zu einer Inhibition des 
Calcium-signalings  führen [Kaminuma et al. 1999]. 
 
 
4.1.6 Identifikation vorhandener Prostanoid-Rezeptoren 
Die PGE2-Effekte werden über vier verschiedene EP-Rezeptoren vermittelt. Diese 
Rezeptoren leiten ihre empfangenen Signale über verschiedene second messenger, 
wie unter 1.6.1 beschrieben, weiter. Um zu bestimmen, welche Rezeptoren auf der 
PDC exprimiert werden, wurde eine PCR durchgeführt. Bisher konnte sicher die 
Expression des EP2-Rezeptors nachgewiesen werden (Abbildung 15). Die 
Untersuchung der anderen Rezeptoren dauert noch an. Zusätzlich zum 
molekularbiologischen Nachweis wurden auch EP-selektive Agonisten getestet.  
 
Sulprostone ist ein Agonist der EP-Rezeptoren EP1 und EP3, mit einer stärkeren 
Affinität zu EP3. Als Maß für die Bindungsaffinität eines Liganden an seinen Rezeptor 
sei die inhibitorische Konstante (Ki) erwähnt, hier EP1 Ki=107 nM versus 
EP3 Ki=0,35 nM [Breyer et al. 2001]. Die vierstündige Präinkubation mit Sulprostone 
resultierte in einer Induktion von IFN-α (Abbildung 16). Denkbar wäre, dass 
Sulprostone als kompetitiver Antagonist endogenes PGE2 vom Rezeptor verdrängt 
ohne jedoch selber intrinsische und damit inhibitorische Aktivität für diesen Rezeptor zu 
besitzen. Zum anderen ist zu berücksichtigen, dass der EP3 Rezeptor über fünf oder 
mehr verschiedene splice-Varianten verfügt [Breyer et al. 2001], die möglicherweise 
über unterschiedliche second messenger induktiv auf die IFN-α-Produktion wirken. 
Eine Zunahme der intrazellulären cAMP-Konzentration konnte beispielsweise nicht 
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beobachtet werden (PD Dr. med. M. Schnurr, persönliche Mitteilung). So ist es 
möglich, dass es zu einer Erniedrigung intrazellulären cAMP kommt oder der 
PI3-Kinase-Weg aktiviert wird, so dass inhibitorische Effekte nicht vermittelt werden 
können sondern sogar im Gegenteil stimulatorische Signalwege aktiviert werden. Feng 
et al. beschreiben, dass PGE2 in Abhängigkeit des jeweils aktivierten Rezeptors 
entweder inhibitorisch oder stimulatorisch auf die Produktion von Mediatoren wirken 
kann [Feng et al. 2006]. 
 
11-deoxy-PGE1 ist ein EP2/EP4-Agonist [Sarrazin et al. 2004], dem teilweise auch eine 
EP3-Aktivität zugeschrieben wird [Ono et al. 1998]. 11-deoxy-PGE1 wirkte in den 
jeweils getesteten Konzentrationen (1 µM, 10 µM) inhibitorisch auf die IFN-α-Sekretion 
(Abbildung 16). Ferner erhöhte es auch die intrazelluläre cAMP-Konzentration in PDCs 
(PD Dr. med. M. Schnurr, persönliche Mitteilung).  
 
Butaprost ist ein selektiver EP2-Agonist [Gardiner 1986]. In der vorliegenden Arbeit 
wurde der Butaprost-Methylester (ME) verwendet, der laut Literatur weniger 
ausgeprägte Selektivität und Effektivität als die freie Säure Butaprost aufweist 
[Abramovitz et al. 2000]. Als mögliches weiteres Experiment bietet sich die 
Verwendung der freien Säure an. In geringen Konzentrationen (100 nM) induzierte 
Butaprost in den gezeigten Experimenten die Sekretion von IFN-α, in höheren 
Konzentrationen (10 µM) hemmte es sie (Abbildung 16). Denkbar wäre hier eine 
konzentrationsabhängige Verdrängung endogenen PGE2 vom Rezeptor, ohne jedoch 
einen gewissen Schwellenwert zu überschreiten, der eine Inhibition der 
IFN-α-Produktion auslöst. Die Ki von Butaprost-ME am EP2-Rezeptor beträgt 3,5 µM, 
so dass unterhalb dieses Wertes eine inhibitorische Kapazität unwahrscheinlich ist 
[Breyer et al. 2001].  
 
Eine Steigerung der Toxizität in Abhängigkeit der eingesetzten Konzentrationen konnte 
ausgeschlossen werden, da alle Agonisten in den getesteten Konzentrationen IL-6 
induzierten (Abbildung 16). PGE2 weist diese differenziellen, konzentrationsabhängigen 
Eigenschaften, auch in geringer (100 nM) Konzentration, nicht auf. Andere Gruppen 
beobachteten inhibitorische Effekte sogar bis zu einer Konzentration von 1 nM PGE2 
[Son et al. 2006]. Es ist jedoch zu beachten, dass alle Agonisten in jeglicher Hinsicht 
weniger potent als PGE2 sind [Feng et al. 2006, Breyer et al. 2001]. 
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4.1.7 TGF-β als Amplifikator der IL-12 Synthese 
PDCs sind die einzigen Produzenten von IFN-α im humanen System. Außer IFN-α 
produzieren PDCs TNF-α, IL-6, IL-8, IL-12 und IP-10. Hauptproduzenten von IL-12 im 
humanen System sind jedoch Zellen, die von Monozyten oder Makrophagen 
abstammen. Während IL-12p40 häufig synthetisiert wird, unterliegt die Sekretion von 
IL-12p70 strengeren Grundsätzen. IL-12 ist ein Schlüsselzytokin in der Initiation von 
Immunantworten. Es fördert die Produktion von IFN-γ durch NK- und T-Zellen sowie 
die Entwicklung von Th1 - und zytotoxischen T-Zellen [Trinchieri 1995]. 
 
Eine T-Zell-Kostimulation über CD40-CD40L-Interaktion verbessert in der PDC das 
Überleben und die Reifung sowie die Induktion von IFN-α. Da PDCs in Tumoren auf 
aktivierte T-Zellen treffen können, sollte untersucht werden, ob die Effekte von PGE2 
und TGF-β auch bei Kontakt mit diesem Stimulus zu beobachten waren. Da Krug et al. 
zeigten, dass für die IL-12 Induktion in PDCs eine IL-3-Präinkubation unabdingbar ist, 
erfolgte eine Präinkubation der PDCs mit IL-3 über Nacht. Die Ergebnisse zeigten, 
dass sowohl PGE2 als auch TGF-β bei der alleinigen Stimulation mit CD40L eine 
eingeschränkte IFN-α-Synthese aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Die Analyse der 
Überstände auf IL-12p40 und IL-12p70 ergab, dass eine alleinige Stimulation mit 
CD40L verschwindend geringe Mengen an IL-12 induzierte. Die mit dem Doppelsignal 
CpG-B/CD40L stimulierten Bedingungen (Abbildung 24) zeigten jedoch, dass PGE2 die 
Synthese von IL-12p40 und IL-12p70 hemmte, während TGF-β beide induzierte. Auch 
Schulz et al. berichten, dass in DCs erst die Kombination von mikrobiellem Stimulus 
und CD40L-Signal die Produktion relevanter Mengen IL-12p70 in vivo ermöglicht 
[Schulz et al. 2000]. Mitsuhashi et al. konnten zeigen, dass die verminderte 
IL-12-Produktion unter PGE2-Behandlung auf die eingeschränkte Transkription des p40 
Gens zurückzuführen ist [Mitsuhashi et al. 2004] bzw. sich die durch PGE2 erhöhte 
cAMP-Konzentration negativ regulatorisch auf die Freisetzung von IL-12p40 und 
IL-12p70 auswirkt [Braun und Kelsall 2001, Luft et al. 2002]. 
 
TGF-β hingegen induzierte in der PDC die Synthese von IL-12p40 und IL-12p70 
(Abbildung 24). Duramad et al. konnten zeigen, dass unter den IL-12-produzierenden 
Zellen außergewöhnlich viele CD86++-Zellen intrazellulär zu detektieren waren. TGF-β 
induziert geringfügig die Expression von CD86 auf der PDC, so dass es einen minimal 
höheren Prozentsatz CD86++-Zellen unter TGF-β-Präinkubation geben kann (Abbildung 
18). Die Expression von CD40 bleibt hingegen unter TGF-β unverändert. Die 
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vermehrte IL-12-Synthese kann also nicht durch eine Aufregulation von CD40 und 
damit einer besseren Bindung von CD40L erklärt werden. Die Stimulation mit 
CpG-DNA hingegen erhöht wie erwartet die Expression von CD40 und wird von 
anderen Gruppen [Schulz et al. 2000] als essentiell für die Induktion von IL-12p70 
angesehen.  
 
Da Krug et al. zeigten, dass die Präinkubation mit IL-3 unabdingbar für die Induktion 
von IL-12 ist, wurde eine Kinetik durchgeführt, um den Effekt von IL-3 zu bestimmen 
[Krug et al. 2001b]. Es zeigte sich, dass eine Präinkubation über 34 Stunden ein 
Optimum für die IL-12-Induktion darstellte (Abbildung 26). Übereinstimmend damit 
wiesen ohne IL-3 behandelte PDCs keinerlei Synthese an IL-12 auf, während die 
IFN-α-Synthese stark vermindert, aber existent war. Die Präinkubation mit IL-3 führte 
zu einer leichten Aufregulation von CD40 und vermittelt so möglicherweise eine 
bessere Ansprechbarkeit auf den CD40L (Daten nicht gezeigt). IL-3 ist ein Zytokin, das 
in der PDC über den IL-3-Rezeptor CD123 die Reifung der Zelle auslöst. Ähnliche 
Effekte auf die Reifung und damit verbunden eine verminderte IFN-Synthese hat auch 
das crosslinking von CD123 zur Folge [Fanning et al. 2006]. 
 
Während Krug et al. beobachteten, dass die PDCs in Abhängigkeit der Inkubationszeit 
erst IFN-α und dann IL-12 freisetzen, konnte diese zeitliche Gegenläufigkeit in den hier 
durchgeführten Experimenten nicht beobachtet werden (Abbildung 26). Es entsteht 
demnach durch die IL-3-Präinkubation keine neuartige Zelle, die anstatt IFN-α IL-12 
produziert. Vielmehr verändert sich die PDC unter IL-3 Einfluss dahingehend, dass sie 
nun fähig ist zusätzlich dieses Zytokin zu produzieren. 
 
Die in Abbildung 27 dargestellten Ergebnisse zeigten, dass nicht nur die Stimulation 
mit CpG-B zur Induktion von IL-12 führte. In den hier gezeigten Resultaten ist die 
Abfolge in der Induktion der IL-12-Produktion umgekehrt zu der der IFN-α-Produktion. 
In der Induktion von IL-12 ist folgende Reihenfolge zu erkennen: 
CpG-B > R848 > Loxoribine > CpG-A. CpG-B ist das ODN, welches in der PDC vor 
allem die Differenzierung und Reifung auslöst, während die IFN-α-Induktion unter 
CpG-A stärker ist [Krug et al. 2001]. R848 löst in der PDC eine Reifung vergleichbar 
mit der unter IL-3 aus [Gibson et al. 2002]. Duramad et al. untersuchten ebenfalls die 
Induktion von IL-12p40 und IFN-α durch die drei verschiedenen CpG-Klassen 
[Duramad et al. 2003]. Analog zu den oben gezeigten Ergebnissen (Abbildung 27) 
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wiesen sie nach, dass CpG-B das potenteste ODN hinsichtlich der Induktion von IL-12 
war.  
Wagner et al. konnten zeigen, dass auch B-Zellen unter CD40L/CpG-B Stimulation zur 
IL-12p70-Synthese fähig sind [Wagner et al. 2004]. Um auszuschließen, dass es sich 
bei den hier gezeigten Effekten um eine Verunreinigung mit B-Zellen handelte, wurden 
vor der PDC-Isolation CD19+-Zellen depletiert. Die Induktion von IL-12p70 verminderte 
sich ungefähr um ein Drittel (Daten nicht gezeigt). Die gleiche Abnahme war auch in 
der Induktion von IFN-α zu beobachten, so dass die Vermutung nahe liegt, dass die 
Reduktion mit der Depletion von in der Literatur bekannter CD19+-PDCs 
zusammenhängt [Munn et al. 2004, Rissoan et al. 2002b]. Auch das 
sorting-Experiment zeigte, dass die beobachtete IL-12p40 und IL-12p70 Produktion auf 
PDCs zurückzuführen ist. Die verhältnismäßig geringe Menge an Zytokin lässt sich 
zum einen damit erklären, dass die Zellen aufgrund der langen Transportwege zum 
Zellsorter gestresst waren. Zum anderen wurde lediglich eine 18-stündige 
Präinkubation mit IL-3 durchgeführt, die keine optimale Induktion ermöglichte.  
 
Die synergistische Aktivität von CpG-DNA, IL-3, TGF-β und CD40L ist ein 
naheliegender physiologischer Zustand. An Infektionsherden bzw. im Tumor erfolgt die 
Produktion von IL-3 und CD40L z. B. über aktivierte T-Zellen [Guba 1989, Balch et al. 
1990], die häufig in Tumore einwandern. TGF-β kann von der PDC selbst zur 
Verfügung gestellt werden, oder aber von vielen anderen, umgebenden Immunzellen 
[Chen und Wahl 1999]. Als TGF-β-Quelle kämen auch regulatorische T-Zellen infrage, 
die von Tumoren induziert werden und auf ihrer Oberfläche häufig TGF–β tragen 
[Nakamura et al. 2001]. Dentelli et al. konnten diese tumorinfiltierenden Tregs ebenfalls 
als Produzenten von IL-3 identifizieren [Dentelli et al. 2004]. Unwahrscheinlich 
hingegen ist die autokrine IL-3-Produktion durch Tumorzellen [Aldinucci et al. 2005].  
 
Bendriss-Vermare et al. beobachteten weiterhin, dass die normalerweise durch den 
CD40L ausgelöste Th2-Antwort (vgl. 1.3.1) in Kombination mit einem viralen Stimulus 
zu Th1 (Induktion von IFN-γ und Th1-Chemokinen) verschoben wird [Bendriss-Vermare 
et al. 2005]. Loskog et al. berichten außerdem von einem Verfahren, in dem sie CD40L 
über einen Adenoviren-Transfer in die Nähe von Tumoren einbringen konnten. So 
schafften sie ein Milieu, in dem DCs besser reifen können und eine typische 
Th1-Antwort induziert wurde, die vorher nicht möglich war [Loskog et al. 2004]. 
Meadows et al. diskutieren, dass TGF-β bei einer lokal limitierten, mikrobiellen Infektion 
eine überschießende Reaktion des Körpers unterbindet [Meadows et al. 2006]. Dies 
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könnte beispielsweise auf die beobachtete Inhibition des Amplifikators IFN-α 
zurückzuführen sein. Bei einer invasiven mikrobiellen Infektion werden diese 
inhibitorischen Eigenschaften durch die Produktion von anderen Zytokinen wie z. B. 
IL-12, die eine effektive NK-Zellaktivierung und Th1-Antwort auslösen können, 
verdrängt. Bei einer invasiven Infektion finden sich an einem Ort viele Immunzellen 




5 Zusammenfassung  
Hartmann et al. konnten zeigen, dass plasmazytoide dendritische Zellen (PDCs) nach 
Tumorinfiltration nur noch zu einer eingeschränkten IFN-α-Produktion fähig sind 
[Hartmann et al. 2003]. In der vorliegenden Dissertation sollte die Ursache für eine 
derartige Einschränkung dieser zentralen, antitumoralen Eigenschaft der PDCs 
ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden zwei typische tumorsezernierte Botenstoffe 
hinsichtlich ihrer Effekte auf die PDC untersucht: Prostaglandin E2 (PGE2) und der 
transformierende Wachstumsfaktor-β (TGF-β). Ziel dieser Arbeit war es, deren Einfluss 
auf die PDC-Funktion zu analysieren, indem Änderungen hinsichtlich der 
Zytokinsekretion, der Zellaktivierung, der migratorischen Fähigkeiten und daran 
beteiligter Signaltransduktionswege bestimmt wurden. Insbesondere sollte eine genaue 
Untersuchung der molekularen Mechanismen erfolgen, welche den 
Prostaglandin-vermittelten Effekten zugrunde lagen. 
 
Die Untersuchungen ergaben folgende Ergebnisse: 
• Überstände von Kopf-und Halstumorzelllinien hemmen nach Stimulation mit 
CpG-DNA die Synthese von IFN-α durch die PDC. Dieser inhibitorische Effekt kann 
teilweise durch den COX-Inhibitor Indometacin antagonisiert werden.  
• PDCs, die mit dem nicht-steroidalen Antirheumatikum Indometacin inkubiert und 
mit CpG-DNA stimuliert werden, zeigen eine erhöhte Induktion von IFN-α. 
Indometacin wirkt demnach über eine Inhibition der autokrinen PGE2-Synthese 
positiv auf die Synthese von IFN-α. 
• Überstände sowohl von CpG- als auch von nicht CpG-DNA-stimulierten PDCs 
weisen geringe Konzentrationen an PGE2 auf, so dass eine autokrine Produktion 
von PGE2 durch die PDC belegt wird, die durch die Applikation von CpG-DNA noch 
gesteigert werden kann. 
• Rekombinantes humanes PGE2 und TGF-β hemmen die Produktion von IFN-α und 
TNF-α.  
• PGE2 induziert – im Gegensatz zu TGF-β – die proinflammatorischen Zytokine IL-6 
und IL-8. 
• PGE2 und TGF-β inhibieren die IFN-α-Produktion der PDCs auch bei deren  
Stimulation mit anderen TLR-Stimuli wie Loxoribine und R848. Die Aktivierung der 
PDC über einen TLR-unabhängigen Stimulus bleibt erfolglos. 
• PGE2 induziert die Expression des kostimulatorischen Moleküls CD86, während 
TGF-β CD80 induziert. 
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• Die Migration der PDC unter Einfluss von PGE2 ist verändert. Die Inkubation mit 
PGE2 sorgt für eine Aufregulation des CXCR4-Rezeptors und eine verminderte 
Expression des CCR7-Rezeptors. Dadurch kann die PDC in Tumornähe 
zurückgehalten werden, ein homing in den nächstgelegenden drainierenden 
Lymphknoten wird behindert. 
• Über RT-PCR wird die Expression des Prostanoid-Rezeptors EP2 nachgewiesen. 
Die Betrachtung der Modulation der IFN-α-Sekretion unter Verwendung 
spezifischer Prostanoid-Agonisten spricht für die Expression weiterer Rezeptoren. 
• Als second messenger der beobachteten PGE2-Effekte kann cAMP identifiziert 
werden. Forskolin als Adenylatzyklase-Aktivator zeigt die gleichen Effekte in 
Hinblick auf das Zytokinprofil. Eine darauffolgende, ausschließliche Aktivierung von 
Proteinkinase-A kann nicht beobachtet werden. Ein früher Calcium-Flux wird 
ausgeschlossen. 
• CpG-DNA-stimulierte PDCs, die zusätzlich mit dem ALK5-Inhibitor SB-431542 
inkubiert werden, zeigen eine vermehrte Sekretion von IFN-α. Auch hier kann eine 
Hemmung der autokrinen TGF-β-Produktion angenommen werden. Die 
TGF-β-vermittelten Effekte lassen sich jedoch nicht vollständig mit SB-431542 
verhindern, so dass es in der PDC Smad-unabhängige Kaskaden in der 
Vermittlung der TGF-β Effekte geben muss. 
• Die nach IL-3-Präinkubation und nachfolgender Stimulation mit CpG-B und CD40L 
erfolgende Produktion von IL-12p40 und IL-12p70 durch die PDC kann durch 
TGF-β gesteigert werden. Auch die Verwendung anderer TLR-Stimuli wie 
Loxoribine, R848 und CpG-A zeigt diesen Effekt. 
• PGE2 hemmt die Induktion von IL-12p40 und IL-12p70. 
• Die Depletion von CD19+-Zellen und das Aufreinigen der PDC-Population durch 
einen Zellsorter bestätigen die IL-12p40 und IL-12p70 Sekretion durch die PDC. 
 
 
Die im Tumormilieu durch PGE2 und TGF-β ausgelöste Abschwächung der Produktion 
von IFN-α durch PDCs stellt einen wichtigen, den antitumoralen Einsatz von CpG-DNA 
einschränkenden, Faktor dar. Die unter CpG-Therapie angestrebte Induktion relevanter 
Mengen von IFN-α ist auf diese Weise in der Nähe von PGE2 und/oder TGF-β 
sezernierenden Tumoren deutlich reduziert.  
 
In dieser Arbeit wird zusätzlich zum veränderten Zytokinprofil ein modifiziertes 
Migrationsverhalten der PDC nachgewiesen. Die Überexpression von PGE2 und die 
damit ursächlich zusammenhängende vermehrte Expression des CXCR4-Rezeptors 
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bedingen eine Retention der PDC in der Peripherie, so dass nachfolgende 
Immunkaskaden effektiv unterbunden werden. Eine therapeutische Blockade des 
CXCR4-Rezeptors könnte dieses veränderte Migrationsverhalten verhindern. 
 
Indem erstmalig gezeigt werden konnte, dass die CpG-Therapie an sich eine erhöhte 
PGE2-Induktion in PDCs nach sich zieht, kann im Umkehrschluss künftig durch die 
Kombination der CpG-Therapie mit einem die PGE2-Synthese hemmenden 
COX-Inhibitor eine Amplifikation der IFN-α-Synthese und damit eine gesteigerte 
Effektivität der Therapie ermöglicht werden. Auf diese Weise könnte ebenfalls der 
bereits autokrin erfolgenden PGE2-Produktion der PDCs entgegen gewirkt werden. 
Darüber hinaus erscheint es sinnvoll, PGE2-Effekte selektiv über die Inhibition 
spezieller PGE-Synthasen bzw. spezifischer Prostanoid-Rezeptorantagonisten (wie 
z. B. dem auf der PDC hier erstmalig identifizierten EP2-Rezeptor) zu hemmen.  
 
Dieses erweiterte Verständnis der komplexen Interaktionen zwischen Tumorgewebe 
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Verzeichnis der Abkürzungen und Akronyme 
ALK    activin like kinase 
AP-1    Adapterprotein-1 
APC    Allophycocyanin 
APC    Antigen-präsentierende Zelle 
Aqua ad inj.   Wasser für Injektionszwecke 
Aqua dest.   Destilliertes Wasser 
ASS    Acetylsalicylsäure 
BCG    Bacille Calmette-Guérin  
BHK    Baby hamster kidney 
BSA    Bovines Serum-Albumin 
cAMP    cyclisches Adenosin-monophosphat 
CD    cluster of differentiation 
cDNA    copy-Desoxyribonukleinsäure 
CG    Cytosin-Guanin 
CpG    Cytosin-(phosphat)-Guanin-Dinukleotid 
COX    Cyclooxygenase 
DC    Dendritische Zelle 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
ds    doppelsträngig 
EDTA    Ethylen-Diamin-Tetraessigsäure 
ELISA    Enzyme-linked immunosorbent assay 
Fa.    Firma 
FACS    Fluorescence-activated cell sorter 
FCS    Fötales Kälberserum 
FITC    Fluorescein-Isothiocyanat 
HEPES   N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsäure 
HEV    Hohe endotheliale Venolen 
HNSCC   head and neck squamous cell carcinoma 
HSA    Humanes Serum-Albumin 
ICER    inducible cAMP early repressor 
IFN    Interferon 
Ig    Immunglobulin 
IKK    inhibitory κB kinase  
IκBα    inhibitor of NFκBα 
IL    Interleukin 
IP3    Inositol-3 Phosphat 
IPC    Interferon-produzierende Zelle 
IRAK 1/ 4   IL-1R-assoziierte Kinase 1/ 4  
IRF 7    IFN regulatory factor 7 
ISRE    IFN-stimulated response element 
LAP    latency-associated peptide  
LP    Lipopeptid 
LPS    Lipopolysaccharid 
LRRs    leucine rich repeats 
LTBP    latent TGF-β binding protein 
MACS    Magnetic-activated cell sorting 
MAP-Kinase   Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
mda5    differentiation-associated gene 5 
MDC    Myeloide dendritische Zelle 
MFI    Mittlere Fluoreszenzintensität 
MHC    major histocompatibility complex 
min    Minute(n) 
Verzeichnis der Abkürzungen und Akronyme  97
Mio    Million(en) 
MIP-1β   macrophage inflammatory protein 1β 
MMP    Matrixmetalloproteasen 
mRNA    messenger RNA 
MyD88   myeloid differentiation factor 88 
NFAT    nuclear factor of activated T cells 
NF-κB    nuclear factor kappa B 
NK-Zellen   Natürliche Killerzelle 
NSAR    nicht-steroidale Antirheumatika 
ODN    Oligodesoxynukleotid 
PAMP    pathogen-associated molecular pattern 
PBMC    Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 
PBS    phosphate-buffered saline 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion 
PDC    Plasmazytoide dendritische Zelle 
PE    Phycoerythrin 
PerCP    Peridinin-Chlorophyll-A-Protein 
PG    Prostaglandin 
PGE2    Prostaglandin E2 
PKA    Proteinkinase-A 
PMA    Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
RPMI    Roswell Park Memorial Institute 
PO    Phosphodiester 
PRR    pattern-recognition-Rezeptor 
PS    Phosphatidylserin 
PTO    Phosphorothioat 
RIG-I    retinoic acid-inducible gene I 
RNA    Ribonukleinsäure 
RT    Raumtemperatur 
SBE    smad binding elements 
SLE    systemischer Lupus erythematodes 
SDF-1    stromal derived factor-1 
SEM    Standard error of mean 
Smad    similar to mothers against decapentaplegic 
STAT 1/2   signal transducers and activators of transcription 1 and 2 
TBE    Tris-Borat-EDTA 
TGF-β    Transformierender Wachstumsfaktor beta 1 
TH    T-Helfer 
TIR    Toll/ IL-1R-Domäne 
TLR    Toll-like-Rezeptor 
TNF-α    Tumor-Nekrose-Faktor-α  
TOPRO-3   To-Pro-3-Iodid 
TRAF 6   TNFR-assoziierter Faktor 6 
Tregs    regulatorische T-Zellen 
TRIF    TIR domain-containing adapter inducing IFN-β 
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